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RÉSUMÉ 
Plusieurs études rapportent que les personnes ayant un taux élevé de LDL et souffrants 
d'athérosclérose ont un risque accru de développer l'ostéoporose. Le remodelage osseux est 
effectué par deux types de cellules. Les ostéoblastes sont responsables de la synthèse de la 
matrice osseuse et de la régulation de sa dégradation par les ostéoclastes. L'altération de ce 
processus de renouvellement mène à diverses pathologies osseuses. L'ostéoporose est 
caractérisée par une faible densité minérale du tissu osseux et une microarchitecture de piètre 
qualité augmentant les risques de fractures. Les LDL en forte concentration dans le plasma 
des patients athérosclérotiques subissent une oxydation progressive, ce qui accroit leur 
réactivité et les rend athérogéniques. Ainsi, le principal objectif de l'étude a été d'évaluer les 
effets des LDL oxydés (oxLDL), des oxystérols 7~-hydroxycholestérol et 7ketocholestérol et 
de la Iysophosphatidylcholine (IysoPC) sur les pré-ostéoblastes humains MG-63. Considérant 
la variété des effets induits par les oxLDL qui étaient rapportés dans la littérature, nous avons 
émis 1'hypothèse que la réponse des ostéoblastes à des concentrations croissantes de oxLDL 
ne serait pas monophasique. L'exposition des MG-63 à des hox-LDL (LDL fortement 
oxydées) et au 7~-hydroxycholestérol pendant 48 heures produit une réponse de type 
hormèse lors des essais de viabilité cellulaire (activité réductrice MTT). Ainsi, il y a 
augmentation de J'activité réductrice cellulaire à faibles concentrations, effet perdu à fortes 
concentrations de hox-LDL et de 7~-hydroxycholestérol. Les nLDL (LDL natives) et les 
mox-LDL (LDL moyennement oxydées) induisent aussi une stimulation de l'activité MTT. 
Toutefois, celle-ci n'est pas de type hormèse, car il n'y a pas de chute de l'activité MTT à 
fortes concentrations. Par contre, le 7ketocholestérol réduit l'activité MTT de manière dose­
dépendante et la lysoPC n'influence pas l'activité MTT. Contrairement aux nLDL, la 
stimulation de l'activité MTT par les hox-LDL et les mox-LDL est plus élevée que 
l'augmentation du nombre de cellules et le taux de division cellulaire (déterminé par la 
réduction de fluorescence du CFSE mesurée au cytofluoromètre) dans les mêmes conditions. 
De plus, aucune différence significative de taille cellulaire, de masse mitochondriale ni de 
l'état Jysosomal n'a été observée. Cependant, l'exposition aux hox-LDL provoque une 
augmentation du potentiel membranaire mitochondrial et la production de ROS. Nous avions 
comme hypothèse que la stimulation d'activité MTT reflétait les niveaux de ROS cellulaire. 
Toutefois, une incubation avec l'antioxydant NAC n'a pas d'effet sur l'activité MTT et 
l'agent pro-oxydant BSO, qui favorise une augmentation de ROS cellulaire, diminue plutôt 
l'activité MTT. Par contre, nous avons démontré l'expression de )' ARNm d'une 
f1avoenzyme, la NADPH oxydase NOX-4. Cette enzyme est connue pour produire le radical 
superoxyde et être stimulée par les hox-LDL. L'inhibition des f1avoenzymes avec le DPI a 
réduit J'activité MTT. De plus, l'analyse de l'autofluorescence des cellules au microscope 
confocale a permis de constater une augmentation de la fluorescence associée au NAD(P)H. 
Ces résultats démontrent que les enzymes réductrices dépendantes du NAD(P)H du type 
f1avoenzymes, possiblement NOX-4, jouent un rôle dans l'augmentation du potentiel 
réducteur cellulaire. Nous voulions aussi vérifier l'hypothèse selon laquelle l'augmentation 
de la production de ROS induit un stress oxydatif pouvant être dommageable pour les 
ostéoblastes. Cette hypothèse est appuyée par nos résultats montrant une diminution des 
groupements thiols réduits (SH-) intracellulaires, de l'activité phosphatase alcaline et 
l'augmentation de l'expression de l'ARNm de l'enzyme de détoxification métallothionéine 
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en présence de faibles concentrations de oxLDL. Nous proposons le mécanisme suivant: les 
oxLDL stimulent la production de ROS et des mécanismes intracellulaires associés aux thiols 
sont enclenchés afin de contrecarrer les effets de ces ROS. 11 en découle un stress oxydatif 
qui oriente l'énergie cellulaire vers la production de NAD(P)H. Le NAD(P)H participe aux 
activités de flavoenzymes servant à régénérer les groupements thiols, mais il peut aussi être 
utilisé par la flavoenzyme NOX-4, qui contribue aussi à la production de ROS. Ainsi, les 
fonctions ostéoblastiques sont perturbées par le stress oxydatif et la réorientation de 
l'utilisation de l'énergie cellulaire, ce qui contribue à affaiblir la structure osseuse et mène à 
l'ostéoporose. En effet, les altérations de la prolifération, de la différenciation et de la 
migration cellulaire témoignent en ce sens. 
Mots clés: Athérosclérose, Ostéoporose, oxLDL, essais MTT, ROS, NADPH, 
flavoenzyme, NADPH oxydase, NOX-4, stress oxydatif, thiols, métallothionéine 
PROBLÉMATIQUE 
Dans le monde, une femme sur trois et un homme sur cinq de plus de cinquante ans risque de 
souffrir d'ostéoporose (Melton et al., ]992; Melton et aL, 1998). Les risques de développer 
l'ostéoporose, comme la plupart des pathologies, sont reliés à l'hérédité, à l'environnement et 
au mode de vie de chaque ind ividu. Ainsi, plusieurs facteurs mènent au développement de 
l'ostéoporose. Parm i ceux-ci, la chute hormonale, la prise d'immunosuppresseurs, la 
sédentarité et, récemment, l'alimentation, sont considérés comme des facteurs favorisant 
l'émergence de la maladie. 
Plusieurs études confirment que les personnes atteintes d'athérosclérose augmentent leur 
risque de souffrir d'ostéoporose (Banks et aL, 1995; lie et aL, 1996; Parhami et al., 2001; 
Yamaguchi, 2002; Poli et al., 2003; Orozco, 2004). Il est généralement accepté que le 
développement de l'athérosclérose, tout comme l'ostéoporose, comporte une facette 
héréditaire, mais est aussi fOltement influencé par l'environnement. Cette maladie de forte 
incidence est caractérisée par un haut taux de lipoprotéines de faible densité (LDL) sérique 
favorisant leur oxydation, la formation de plaques d'athéromes, le durcissement artériel et 
l'occurrence d'embolies. D'ailleurs, de fortes concentrations plasmatiques de LDL corrèlent 
avec une diminution de la densité osseuse et les LDL oxydées (oxLDL) sont considérées 
comme étant un facteur commun dans le développement de l'athérosclérose et de 
l'ostéoporose. 
Différentes équipes ont évalué l'effet in vitro des oxLDL sur la viabilité cellulaire et ont 
obtenu des résultats d'apparence contradictoires, variant en fonction des modèles cellulaires 
(Negre-Salvayre et al., ] 990; Subroto et Ghosh, 1996; Auge et al., 1995; Colles et al., 2001; 
Chen et aL, 2007). Généralement, les oxLDL induisent la prolifération, surtout des cellules 
du muscle lisse vasculaire (VMSC), puis l'apoptose, principalement des cellules 
endothéliales vasculaires (CEV), avec l'augmentation des concentrations, du temps 
d'incubation et du degré d'oxydation. L'exposition aux oxLDL est reconnue pour induire une 
production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS), phénomène associé au développement de 
plusieurs pathologies. 
XVI 
Notre laboratoire avait rapporté que les ostéoblastes possèdent les récepteurs et la machinerie 
d'internalisation des lipoprotéines. De plus, de nombreux arguments indiquent que les 
oxLDL ont accès à l'environnement osseux (Demer et Tintut, 2008). Les ostéoblastes sont 
ainsi susceptibles d'être en contact avec les particules et de subir des effets comparables aux 
autres modèles étudiés dans la littérature. D'ailleurs, Parhami et al (1999) a démontré qu'une 
diète riche en lipides et les oxLDL inhibent la différenciation ostéoblastique murine. 
En considérant l'hétérogénéité des résultats concernant les effets des oxLDL sur la viabilité 
cellulaire, nous voulions caractériser leur impact sur les ostéoblastes. Nous croyions retrouver 
un effet typique de l'hormèse, soit une stimulation de la prolifération à faibles concentrations, 
et une perte de viabilité à fortes concentrations de oxLDL. Nous voulions documenter la 
signification physiologique de ces effets sur le métabolisme et les fonctions ostéoblastiques. 
Est-ce que l'éventuelle stimulation de la prolifération des ostéoblastes par de faibles 
concentrations de oxLDL, correspondant à celles des patients à risque de maladies 
vasculaires, représente un effet bénéfique pour le métabolisme osseux? Encore, cette 
stimulation témoigne-elle d'une perturbation de l'homéostasie cellulaire causée par les 
oxLDL et la production de ROS concomitante? 
L'hormèse demeure un phénomène peu caractérisé. Il est important de mieux apprécier les 
conséquences des facteurs induisant ce type de réponse au niveau cellulaire et moléculaire. 
La meilleure compréhension du phénomène pourrait permettre d'élaborer des méthodes 
novatrices de prévention, de diagnostic et de traitement des pathologies pour lesquelles 
figurent des réponses de type hormèse. L'étude du métabolisme cellulaire en relation avec 
divers stress tels l'oxydation est au cœur des recherches en santé et constitue un domaine 
prometteur en expansion. 
L'amélioration des connaissances reliant les habitudes de vie aux conséquences sur la santé 
s'avère nécessaire dans un contexte de vieillissement et d'élargissement de la population à 
risque, augmentant les coûts sociaux dont les frais médicaux. La médecine moderne, qui 
reflète le mode de vie de la société occidentale, est axée sur le traitement et non sur la 
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prévention. Le risque d'ostéoporose lié au mode de vie est estimé à environ 50 % par rapport 
à l'hérédité. Une meilleure connaissance des facteurs et leur influence sur le métabolisme 
osseux permettrait le développement de produits pharmaceutiques mais aussi l'adoption par 
la population de comportements plus sains. 
CHAPITRE 1
 
ÉTAT DES CONNAISSANCES
 
1.1 : Le S9 uelette 
1.1.1. Rôles et fonctions 
Le squelette humain est composé de cartilage et de 213 os contenant 98 % du calcium 
corporel (Marieb, 1999). L'os, à l'origine, servait à réguler l'équilibre minéral de 
l'organisme. Au cours de l'évolution, il s'est transformé pour jouer différents rôles. En plus 
d'assurer l'homéostasie minérale phosphocalcique, ils exercent chez l'être humain, à 
différents degrés selon leur localisation, des fonctions de soutien, de lieu de production de 
cellules souches et hématopoïétiques (moelle osseuse), en plus de permettre le mouvement 
(points d'attache des muscles) et de protection des organes internes (Cooper, 1999; Currey, 
2002). 
1.1.2. Anatomie macroscopique 
Les os peuvent être divisés en deux catégories: les os longs comme le fémur et le radius, et 
les os plats comme le crâne et la scapula (Stout et aL, 1999). À partir de l'extrémité, l'os long 
est formé de l'épiphyse, la plaque de croissance, la métaphyse puis la diaphyse qui consiste 
en un long tube creux. Le tissu osseux interne, J'os spongieux, est fait de plaques et de barres 
trabéculaires interconnectées entourant la moelle. Il est entouré de l'endoste, qui couvre aussi 
les canaux de Volkman. Ceux-ci permettent aux vaisseaux sanguins de pénétrer l'os. La 
partie externe de l'os, l'os cortical, est plus dur et est recouvert par le périoste, qui est ancré 
dans l'os par les fibres de Sharpey's. Absent dans l'os spongieux, les ostéons représentent les 
unités structurales de l'os externe (Figure Al). Ils sont organisés en cylindres concentriques 
alignés formant un réseau tridimensionnel. Ils recouvrent les canaux harvesiens contenant les 
vaisseaux sanguins et les nerfs (Currey, 2002). Les os plats de la boîte crânienne, du sternum 
et des côtes sont formés d'os spongieux entre deux minces feuillets d'os cortical. 
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Fig. A 1. Représentation de l'os montrant l'emplacement et la structure de l'os cortical, 
des canaux Harvesiens, des ostéons, des vaissaux sanguins et nerfs ainsi que J'os 
trabéculaire. 
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1.1.3. Caractéristiques physiques de l'os 
Pour remplir ses fonctions de protection, d'appui aux mouvements et de soutien, le tissu 
osseux doit composer avec différentes forces de flexion, torsion, compression et extension. 
Ainsi, la composition du tissu osseux et sa microarchitecture doit tenir en compte un 
maximum de flexibilité pour un maximum de dureté et de fermeté pour résister à une force. À 
cette fin, l'os est principalement constitué d'une matrice extracellulaire abondante formant le 
tissu osseux. Le collagène est la principale glycoprotéine de la matrice osseuse et celle-ci 
adopte une structure en trois brins tressés visibles au microscope optique. Sa composition suit 
la proportion de deux fibres ex 1 (I) pour une fibre ex 2Cr. Elle est riche en glycine, proline et 
hydroxyproline. Les protéines non-collagéneuses composent 10 à 15 % de la matrice. On 
compte parmi celles-ci les sialoprotéines (ostéopontine), les fibronectines et des intégrines 
(thrombospondine) impliquées dans l'adhésion cellule-matrice, en plus de l'ostéocalcine et 
l'ostéonectine qui aident à la minéralisation grâce à leurs affinités pour le collagène et le 
calcium, ainsi que l'albumine et des protéoglycanes. Ainsi, cette phase organique procure la 
flexibilité et l'élasticité de l'os. Finalement, l'eau est présente à 5 % et les lipides à 3% 
(Currey,2002). 
Suite à sa synthèse, la matrice osseuse est minéralisée. Cette étape procure la rigidité de l'os. 
Pour que le processus de minéralisation s'effectue, la concentration en ions doit être 
suffisamment élevée. L'ostéocalcine sécrétée par les ostéoblastes permet de concentrer 
localement le calcium extracellulaire. De plus, la sécrétion de vésicules matricielles riches en 
phosphatase alcaline permet l'accumulation de Ca2 + et de P04- (Kim et al., 2004). La 
nucléation correspond à la précipitation de calcium et d 'hydroxyde de phosphate en cristaux 
d' hydroxyapatite [CalO[P04J6(OH)2] avec un ratio de 1,66, conférant la rigid ité de l'os 
(Landis, 1995; Currey, 2002). Les ions s'accumulent et lient les macromolécules jusqu'à 
composer de 50 à 70 % de l'os. 
L'orientation des fibres de collagène, la masse et la taille de l'os, la densité des cristaux 
d'hydroxyapatite ainsi que l'architecture et l'agencement des composantes organiques­
inorganiques font partie des caractéristiques primordiales de l'os (8 urgeson et Nimni, 1991). 
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1.1.4. Origines et fonctions des cellules osseuses 
Les ostéoblastes, responsables de la synthèse de la matrice et de la régulation des ostéoclastes 
qui dégradent la matrice osseuse, représentent les deux principaux types de cellules 
impliquées dans le remodelage. Les cellules souches de la moelle doivent se différencier en 
cellules mésenchymateuses avant de se différencier en ostéoblastes, puis en cellules 
bordantes ou en ostéocytes (Martin et aL, 1989; Pittenger et al., 1999). Il est généralement 
accepté que les cellules de la fam iIle monocyte/macrophage, dérivées de la 1ignée 
hématopoïétique, soient les principaux précurseurs des ostéoc1astes. La maturation des 
ostéoclastes passe par la fusion de ses précurseurs en cellules multinucléées (Felix et al., 
1990). 
Le processus de dégradation par les ostéoc1astes débute par la modification de la portion de 
leur membrane plasmique en bordure en brosse adjacente à la matrice (Boyle et al., 2003). La 
stimulation par RANKL (Ligand ofReceptor Activator of NF-KB (nuclear factor kappa-E» 
du récepteur RANK (Receptor Activator ofNF-KB) des ostéoclastes active les GEF (Guanine 
nucleotide Exchange Factor) associés à Rho/Rac (GTPases de la famille Rho guanine­
nucleotide binding proteins). La stimulation de RANK par RANKL mène à la 
phosphorylation et l'assemblage de l'actine et des microtubules, et à la formation de 
podosomes polarisés (Simonet et Lacey, 1997). Le cytosquelette est couplé à des protéines 
d'adhésion transmembranaires telles les intégrines av~3 qui elles-mêmes forment des liens 
avec le collagène, ce qui transmet des signaux intracellulaires qui mèneront à l'initiation de la 
résorption. Il y a ainsi fusion à la matrice, création d'un anneau périphérique de scellage et 
d'une chambre de digestion sous-jacente (lacune de Howship). Cette modification de la 
morphologie des ostéoclastes reflète leur rôle dans la dégradation de la matrice osseuse. 
L'anhydrase carbonique Il permet la sécrétion d'acide chlorhydrique qui diminue le pH et 
enclenche la déminéralisation (Baron et aL, 1986). En plus, il y a exocytose d'un ensemble 
d'enzymes protéolytiques telles la protéine cystéase cathepsine K, de collagénases, 
d'hydrolases, de phosphatases acides et des métalloprotéinases-9 et 13 qui participent à la 
dégradation de la matrice organique (Vaes, 1988). Ces cellu les subissent l' apoptose après 
environ deux semaines (Vaes, 1988). 
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Les ostéoblastes sont des cellules cubiques, d'une durée de vie de trois mois, impliquées dans 
la synthèse de la matrice osseuse (Martin et al., ]989). Leur noyau, leur appareil de Golgi et 
leur réticulum endoplasmique, tous de grande taille, veillent à l'accomplissement de cette 
tâche exigeante énergiquement. Elles synthétisent les fibres de collagène et initient la 
minéralisation de l'os par le relarguage de vésicules matricielles contenant la phosphatase 
alcaline et des ions (Anderson, 2003). Cette enzyme hydrolyse les esters phosphoriques 
inhibiteurs de la minéralisation. Les ostéoblastes matures subissent en majorité l'apoptose à 
la fin de la formation d'un nouveau tissu osseux, mais peuvent aussi se transformer en 
ostéocytes lorsqu'ils se retrouvent entourés par la matrice osseuse ou en cellules bordantes à 
la surface du tissu osseux. Les ostéoblastes sont reliés entre eux, avec les cellules bordantes et 
avec les ostéocytes par des canalicules. 
L'action de dégradation et la survie des ostéoclastes sont en partie régulées par les 
ostéoblastes (figure A2). Leur action stimulatrice de l'ostéocJastogénèse est effectuée par la 
synthèse du récepteur de surface RANKL et la sécrétion de macrophage colony-stimulating 
factor (M-CSF) (Boyle et al, 2003). La liaison du récepteur RANKL des ostéoblastes au 
RANK à la surface des ostéoclastes active p38, un membre de la famille Mitogen-activated 
protein kinases (MAPK) ayant comme fonction d'effectuer la transduction de signaux 
cellulaires de stress au noyau en modifiant l'activité de plusieurs facteurs de transcription. La 
liaison de RANKL avec RANK recrute TRAF6 (Tumor necrosis factor (TNF) receptor­
associatedfactor 6), ce qui active la voie des MAPK et NF-KB (Teitelbaum et Ross, 2003). 
Cette activation et l'augmentation en calcium intracellulaire causée par l'activation du 
corécepteur ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motij), ind uisent la 
déphosphorylation et la translocation de NFAT (nuclear factor ofactivated T-cells) au noyau 
(Teitelbaum et Ross, 2003). Le facteur NFAT possède trois domaines structuraux permettant 
la régulation de sa localisation cellulaire, son association aux protéines AP-l (facteurs de 
transcriptions) puis aux co-activateurs de la transcription (p300, JABl) et la liaison aux 
promoteurs induisant l'expression des gènes de différenciation ostéoblastique. La stimulation 
du récepteur à M-CSF (c-FMS) ou des intégrines a.v~3 active les voies de survie et de 
prolifération des ostéoclastes régulées par la Phosphoinositide-3 kinase (PI3K). La PI3K 
phosphoryJe le phosphatidyJinositol, un lipide membranaire impi iqué dans plusieurs cascades 
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signalétiques et la protéine kinase B (AKT) impliquée dans la survie cellulaire. À l'inverse, 
les ostéoblastes inhibent l'activité ostéoclastique par la production d'ostéoprotégérine (OPG). 
Cette molécule soluble lie Je récepteur RANKL et empêche la stimulation de RANK (figure 
A2) (Boyle et al, 2003; Teitelbaum et Ross, 2003). 
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Fig. A2. Schématisation cellulaire et moléculaire des interactions ostéoblastes­
ostéoclastes. La liaison de RANKL des ostéoblastes au récepteur RANK des ostéoclastes 
active la voie d' AKT, favorisant la survie des ostéocytes, et des MAP kinases via TRAF6, ce 
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qui induit l'activation et la translocation au noyau de p38, NFkB et autres facteurs de 
transcriptions favorisant la différenciation. 
Lors de la synthèse matricielle, certains ostéoblastes se retrouvent entou rés par la matrice 
osseuse et se transforment en ostéocytes (Aarden et aL, 1994). Leur volume cellulaire se 
réduit tout comme le nombre d'organites. Ils forment alors un syncytium interconnecté par 
des canalicules remplis d'un liquide gélifié. Chaque cellule possède une cinquantaine de 
projections. Les forces appliquées à l'os provoquent des mouvements du liquide, ce qui 
stimule les connexines qui tapissent l'intérieur des canalicules de la membrane plasmique aux 
parois des conduits. Cette sensibilité mécanique leur permet de réagir en sécrétant la 
sclérostine destinée au recrutement des ostéoclastes et ostéoblastes. La sclérostine 1ie le 
récepteur Frizzled - Wnt et inhibe la voie Wnt (wingless-Int) (figure A3). Cette voie 
ubiquitaire est conservée au cours de l'évolution et impliquée dans le développement des 
tissus en activant des voies transcriptionnelles impliquées dans l'adhésion et les interactions 
cellulaires. Son inhibition chez les ostéoblastes empêche la sécrétion d'OPG et provoque 
l'action ostéoclastique (Aarden et aL, 2004; Hill et aL, 2005; Bellido, 2006). L'effet général 
est de favoriser le remodelage et le maintien d'un os de qualité. Les forces appliquées à l'os 
stimulent les intégrines, qui activent une tyrosine kinase intracellulaire Src (sarcome kinase) 
et la kinase Erk (extracellular signal-regulated kinases), qui joue un rôle central dans la 
division cellulaire, et favorise la survie des ostéocytes. 
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Fig. A3. Représentation des molécules impliquées dans la transduction du signal de la 
voie Wnt. 
D'autres ostéoblastes se transforment en cellules bordantes. Celles-ci adoptent un 
métabolisme ralenti, avec peu d'organelles. Elles sont considérées comme pouvant jouer un 
rôle dans la délimitation d'un site précis de remodelage. Elles répondent à la stimulation 
ostéocytaire en dégradant une partie de la matrice, préparant le site pour l'action ultérieure 
des ostéoclastes. À j'état quiescent, elles protègent la surface de l'os et sont susceptibles de 
redevenir des ostéoblastes. 
1.2 : Remodelage osseux 
1.2.1. Cycle de remodelage osseux 
Le remodelage osseux a comme fonction la prévention des cassures par le renouvellement du 
tissu contenant des micro-fractures et de rendre la disponibilité minérale rapidement 
accessible. Sa balance est négative à partir de vingt ans, et s'accentue selon certaines 
conditions, comme lors de la ménopause. 
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Le remodelage osseux peut être divisé en quatre phases (figure A4). Premièrement, 
l'activation de la résorption débute par le recrutement de cellu les de la lignée 
monocyte/macrophage et leur fusion en cellules mu Itinucléées. Les facteurs activateurs sont 
le RANKL, l'interleukine-I et 6 (lL-l et 6), le M-CSF, l'hormone parathyroïdienne (PTH) et 
la vitamine 03 (Felix et al., 1990; Ishimi et al., 1990). Un haut taux de facteur de croissance 
insuline-like (lGF-I), d'ostéocalcine et de facteur de croissance des fibroblastes (FGF-2) 
l'inhibe (Vaes, 1988). Ensuite, il y a résorption de la matrice par la sécrétion d'enzymes et 
d'acide chlorhydrique par les ostéoclastes. La dégradation de l'os spongieux forme les 
lacunes de Howship, tandis que des tunnels cylindriques sont formés dans le cortex. Les 
ostéoc1astes subissent ensuite l'apoptose. Troisièmement, il y a réversion de l'action. En 
effet, l'os dégradé libère des ostéocytes et une foule de facteurs de croissance dont le TGF­
beta (transforming growthfactor beta), l'IGF-I et Il, les BMPs (bone morphogenic proteins), 
le POGF (platelet-derived growth factor) et FGF permettant le recrutement des pré­
ostéoblastes (Mohan et Baylink, J986). Ceux-ci prolifèrent dans la zone de remodelage 
(Canalis et al., 1988; Pittenger et al., 1999). Finalement, la formation est initiée par la 
sécrétion de la matrice cOllagéneuse par les ostéoblastes en processus de différenciation. Le 
relarguage de vésicules matricieJ1es permet la minéralisation. Les ostéoblastes matures 
subissent alors l'apoptose, ou se transforment en ostéocytes ou en cellules bordantes. 
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fig. A4. Schéma du cycle du remodelage osseux (A) Activation des ostéocJastes (8) 
Apoptose des ostéoclastes et lacunes de Howship (C) Recrutement des ostéoblastes et 
synthèse de la matrice (0) Apoptose ou différenciation en cellules bordantes ou ostéocytes 
imbriquées dans la matrice nouvellement synthétisée. 
1.2.2. Régulation systémique du remodelage et équilibre électrolytique 
1.2.2.1. L'hormone parathyroïdienne et le calcitriol 
Le maintien de l'équilibre électrolytique sérique est sous contrôle hormonal (figure AS). Un 
important régulateur est sous le contrôle des glandes parathyroïdes. En réponse à une chute 
des taux de calcium sériques, elles sécrètent la PTH dans le sang. Les cellules de la glande 
parathyroïde possèdent des senseurs calciques couplés à des protéines G qui activent la voie 
des MA PK et stimulent la synthèse de la pro-PTH. Celle-ci est clivée et sécrétée dans le sang 
sous forme mature. Ayant comme rôle d'augmenter la quantité de calcium sérique, elle agit 
sur les ostéoblastes, les cellules du rein et les cellules intestinales. En stimulant l'expression 
et la stimulation autocrine d'fL-6, la PTH augmente l'expression de la protéine RANKL par 
les ostéoblastes et réduit l'expression de l'ostéoprotégénine (OPG) soluble (McSheehy et 
Chambers, 1986). Avec le M-CSf, RANKL est une cytokine essentielle et suffisante à 
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('ostéoclastogénèse (Boyle et al, 2003). De plus, la PTH favorise la prolifération des cellules 
hématopoïétiques, précurseurs des ostéoclastes (Whitfield, 200S). De plus, elle augmente 
l'activité de la 2S-0HOr 1 alpha-hydroxylase des tubules proximaux rénaux qui transforme 
la 2S-hydroxyvitamine 0 3 en sa forme active, le calcitriol ou l-alpha 2S-dihydroxyvitamine 
0 3 (Jones et al. 1996). 
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Fig. AS. Régulation systémique du remodelage osseux. L'expression-sécrétion de la PTH 
et du calcitriol (vitamine 03) augmente lors de diète faible en calcium. Les glandes 
parathyroïdes sécrètent la PTH qui stimule la dégradation de l'os et la synthèse du calcitriol 
par le rein. Le calcitriol migre dans l'intestin stimulant les processus d'absorption du calcium. 
L'effet général est d'augmenter la concentration calcique et diminuer la concentration en 
phosphate plasmatique. 
Le calcitriol est lié et transporté dans le sang par une alpha-tubuline. Il agit sur les cellules 
intestinales et rénales à la manière des stéroïdes, après être libérée de l'alpha-tubuline (Owen 
et al., 1990). 11 lie le récepteur de la vitamine 0 qui s'associe au facteur de transcription 
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récepteur rétinoide-X. Une fois liés à l'élément de réponse à la vitamine D, ils enclenchent la 
transcription de gènes codant pour des transporteurs calciques et des facteurs de croissance 
cellulaire, ce qui stimule l'absorption intestinale et la réabsorption rénale du calcium (Owen 
et aL, 1990; Yendt, 1994). En plus, le calcitriol accélère la différenciation ostéoblastique par 
la stimulation du facteur de transcription cbfal (core binding factor alphal) liant une 
séquence consensus du promoteur de nombreux gènes de développement et de l'expression 
de l'ostéopontine et de J'ostéocalcine. En plus, il inhibe la sécrétion de PTH (Ducy et aL, 
1997). Ainsi, le calcitriol permet de maintenir l'os en santé (anabolisme) en plus d'accroître 
la calcémie (Jones et al. 1996). 
1.2.2.2. Les stéroïdes sexuels 
Les œstrogènes et les stéroïdes sexuels en général, jouent un rôle important dans l'équilibre 
osseux. Cauley démontre en 1986 que les femmes ayant un plus haut taux d'œstrogène 
endogène (estrone) ont une densité minérale osseuse (BMD) et une aire osseuse 
significativement plus élevées, indépendamment de l'âge, du nombre d'années depuis la 
ménopause et de l'obésité. De plus, la chute hormonale est connue comme accélérant le 
remodelage et perturbant l'équilibre calcique sérique (Heaney et al, 1978; Steiniche et aL, 
1985; Wronsky et aL, 1985). En effet, les études au niveau moléculaire démontrent que 
l'œstrogène stimule l'expression d'OPG via l'activation du récepeur aux oestrogènes a (ERa) 
(Saika et aL, 2001), inhibant ainsi la liaison RANKL-RANK, et réduit la sensibilité 
ostéoclastique à l'IL-l (Sunyer et aL, 1999). En plus, J'œstrogène provoque directement 
l'apoptose ostéoclastique via le récepteur nucléaire ERa (Kameda et al., 1997; Shiokawa et 
aL, 1997). De plus, il a été démontré que l'estrogène inhibe la sécrétion par les cellules 
immunitaires, stromales et ostéoblastiques de cytokines inflammatoires stimulants l'activité 
ostéoclastique comme 1'IL-l, IL-6 et IL-7 (Girasole et aL, 1992) et des enzymes Iysosomales 
par les ostéoclastes (Kremer et aL, 1995). Toutefois, leurs effets varient en fonction du taux 
d'expression des deux récepteurs (a et~) présents dans les ostéoblastes et les ostéoclastes. La 
proportion de ces récepteurs varie selon le degré de différenciation cellulaire et forment des 
homo ou des hétérodimères. Leur effet dépend surtout du faible taux a/~, qui permet de 
moduler NF-ICB et c-fos. Ceux-ci inhibent l'apoptose des ostéoblastes et réduisent 
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l'expression de RANKL (Tomkinson et al., 1997). Ainsi, la masse osseuse est favorisée. De 
concert avec la PTH, ils augmentent les taux d'IGF et de TGF-~ qui stimulent le recrutement 
et la prolifération des ostéoblastes. 
1.2.3. Régulation locale du remodelage 
Plusieurs facteurs agissent localement sur les ostéoclastes et les ostéoblastes (Canalis, 1998). 
Parmi ceux-ci les prostaglandines inhibent la synthèse d'OPG et stimulent celle de RANKL 
par les ostéoblastes, ce qui favorise l'ostéoclastogénèse. La prolifération et la progression des 
cellules mésenchymateuses pluripotentes vers la lignée ostéoblastique sont provoquées par le 
PDGF. Celui-ci lie et active les récepteurs à PDGF, ce qui provoque une cascade de 
phosphorylation impliquant les MAPK puis les proto-oncogènes membres de la famille de 
facteurs de transcription à expression précoce immédiate c-fos et c-jun, ainsi que l'expression 
de d'autres régulateurs du cycle cellulaire (histones, cdk (cycline dependent kinase), etc.) 
(Pittenger et al., 1999). L'association des proto-oncogènes c-fos et c-jun forme le facteur de 
transcription activator protein-l (AP-l) qui lie le promoteur de gènes avec la séquence de 
liaison à AP-I et active la transcription de protéines impliquées dans la différenciation et la 
prolifération ostéoblastique (Dijke et al., 2003). 
En plus d'être chémotaxiques pour les ostéoblastes, la BMP2, l'IL-II, l'lL-6 et le TGF-~, 
membres de la famille TGF (TransforminglTumor growth factor), provoquent la 
phosphorylation et l'activation de la protéine SMAD (Small Mothers Against 
Decapentaplegic). Tout comme les interactions du collagène matriciel avec les N-cadhérines 
ou les intégrines al ~I reliées au cytosquelette, les TGF activent la voie des MAPKinases 
(Zaidi et al., 2002) (figure A6). La phosphorylation subséquente des facteurs de transcription 
cbfal, Runx2 (runt related transcription factor 2), ostérix (de la famille SpI, en aval de 
Runx2), Dlx2 (distal-less homeobox 2) et d'autres protéines d'homéodomaines (liant des 
gènes codant des protéines qui régulent le développement de l'organisme) (Nakashima et al., 
2002; Hassan et al., 2004; Paredes et al., 2004) couplée à l'activation de la voie Wnt/~­
caténine (Hill et al., 2005; Hu et al., 2005) mène à la différenciation ostéoblastique (Ducy et 
al., 1997; Yamaguchi et al., 2000; Paredes et al., 2004). La variation des taux de cadhérines 
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représente le degré de différenciation des cellules mésenchymateuses. Le facteur de 
transcription Runx2 cible et active la transcription des gènes associés à la croissance et la 
différenciation ostéoblastique, comme l'ostéocalcine et l'ostéopontine, mais aussi au 
remodelage, comme la collagénase 3 et RANKL (Paredes et al., 2004). L'ostéopontine peut 
aussi activer les ostéoclastes en liant l'intégrine avB3 (Miyauchi et al., 1991). L'expression 
des marqueurs CD44, collagène, TGF-p, ostéopontine, phosphatase alcaline, sialoprotéine 
osseuse, ostéocalcine, récepteur à PTHlPTHrp (PTH related peptide) et collagénase est 
stimulée ou réprimée à mesure que progresse la différenciation des cellules 
mésenchymateuses, en ostéoprogéniteurs, pré-ostéoblastes, ostéoblastes matures pUIS en 
ostéocytes (Canalis, 1993; Dijke et al., 2003). Normalement, l'expression de la phosphatase 
alcaline et des récepteurs à PTHlPTHrp augmente avec la différenciation des 
ostéoprogéniteurs, puis diminue lors de la transition ostéocytaire. L'ostéocalcine est 
fortement exprimée au cours de cette dernière phase (Dijke et al., 2003). La synthèse de la 
matrice osseuse est stimulée par l'activation des facteurs de transcription FosB, Fra-I et Dlx­
5. Les facteurs de transcription Fra-l et Dlx-5 enclenchent la transcription des gènes codant 
pour les sialoprotéines et l'ostéocalcine impliquées dans la minéralisation (Hassan et al., 
2004). Les niveaux d'expression des protéines impliquées dans la différenciation et la 
formation de la matrice sont ajustés au cours de la différenciation par l'interaction des 
facteurs de transcription avec des co-régu latellrs protéiques comme ceux qui remodèlent la 
chromatine (p300, HAT) (Dijke et al., 2003). 
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Fig. A6. Schéma des principales molécules extracellulaires, de leurs récepteurs, des voies 
intracel1ulaires et des facteurs de transcriptions impliqués dans la différenciation 
ostéoblastiq ues. 
1.3 : Ostéoporose 
L'ostéoporose se décrit comme une augmentation graduelle de la fragilité et de la porosité 
osseuse, causée par une perte de masse osseuse et une détérioration de la microarchitecture 
osseuse. L'affection se traduit par une augmentation du risque de fractures osseuses lors de 
chute. Selon l'OMS (Organisation mondiale de la santé), la maladie se caractérise par une 
densité osseuse, mesurée au rachis lombaire et/ou à l'extrémité supérieure de la hanche, 
abaissée de plus de 2,5 écarts-type au dessous de la moyenne des jeunes adultes (T score:::: ­
2,5). Le traitement associé doit tenir en compte tous les risques et antécédents en plus du 
résultat T score. Au Canada, des coûts annuels de 1,3 milliards de dollars sont rattachés à son 
traitement et aux fractures associées (Johnell, 2001). Avec l'âge, l'os subit en général une 
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diminution de sa masse et de sa qualité résultant de plusieurs facteurs. Avec le temps, 
J'activité ostéoclastique augmente par rapport à celle des ostéoblastes; il y a adipogénèse de 
la moelle osseuse et les ostéocytes subissent une apoptose prématurée. Après 50 ans, une 
femme sur quatre et un homme sur huit risquent de souffrir d'ostéoporose (NIH Consensus 
Development Panel on Osteoporosis, 2001). Elle est surnommée l'épidémie silencieuse, 
considérant qu'elle est asymptotique au début, mais n'en demeure pas moins dangereuse; une 
femme peut perdre jusqu'à 20 % de sa masse osseuse au cours des cinq ans suivant la 
ménopause. Les fractures de la hanche (en haut du col du fémur), vertébrales et des poignets 
sont les plus fréquentes (Beaudoin et al., 1996; Agence Nationale d'Accréditation et 
d'Évaluation en Santé, 2001; Cummings et Melton, 2002). 
1.3.1. Diagnostic et traitements de l'ostéoporose 
Des méthodes de diagnostic de l'ostéoporose sont disponibles. Premièrement, les rayons X 
peuvent donner une idée de J'état général de l'os (fractures et déformations). Toutefois, la 
plupart du temps, ils sont effectués trop tard, soit après la perte osseuse et le début des 
fractures. Deuxièmement, un nouveau type de rayon X (DXA) permet de comparer l'indice 
de densité minéraJe osseuse (BMD), qui corrèle avec les risques de fractures, avec celui d'un 
modèle sain. Un T score est associé au résultat BMD de l'ostéodensitomètre, ce qui permet 
de standardiser ['approche et de poser un diagnostic. Finalement, des mesures de marqueurs 
du métabolisme osseux sont élaborées. Le plus souvent, l'ostéocalcine et la phosphatase 
alcaline sérique ou les télopeptides C-terminaux urinaires provenant de la dégradation du 
collagène sont mesurés (Woitge et Seibel, 2001; Kanis, 2002). 
Les mesures préventives ciblent principalement l'alimentation et ['augmentation de l'exercice 
physique. Parmi les mesures curatives, les ~-bloqueurs et les statines (inhibiteur de l'enzyme 
limitante de la voie de synthèse du cholestérol, l'HMG-CoA réductase ou \'hydroxy-méthyl­
glutaryl-coenzyme A réductase), qui stimulent la différenciation des ostéoblastes, font partis 
des anciens traitements. Récemment, l'arrivée des biphosphonates (alendronate®, 
risedronate®) qui inhibent la farnesyl pyrophosphate synthase et la dissolution de 
l'hydroxyapatite, ont révolutionné les traitements. En effet, l'inhibition de ]'HMG-CoA 
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réductase empêche la prénylation de protéines importantes pour l'activation des GTPases 
Ras, Rho et Rac. Ce Iles-ci contrôlent la morphologie, l'arrangement du cytosquelette, le 
transport des lysosomes et la formation de la bordure en brosse indispensables à l'action de 
dégradation et à la survie ostéoclastique. (Hosking 1998; Raven et al., 2002; Zhang et Casey, 
1996; Ridley et al., 1992). En plus, les biphosphonates agissent en analogues des 
pyrophosphates et sont convertis en analogues de l'ATP non hydrolysables. La chaîne 
latérale associée à chaque médicament procure différents degrés d'inhibition enzymatique. 
De plus, le radical P-C-P de la molécule lui confère une affinité pour la matrice osseuse, la 
protégeant de la digestion ostéoclastique, mais nuisant à la régénération de la matrice osseuse 
(Fleisch, 1997). Aussi, les inhibiteurs de cathepsine K (cystéine protéase unique aux 
ostéoclastes) comme les analogues de bis(hydrazide) et de pompe à protons comme les 
dérivés de prazole, qui diminuent la dégradation tout en maintenant la formation, sont parmi 
les innovations les plus intéressantes. Ils provoquent toutefois des lésions cutanées et 
favorisent les infections respiratoires virales (Yang et al., 2006). Administré 
quotidiennement, le raJoxifène® agit comme agoniste de l'œstrogène en activant les 
récepteurs ER sélectivement sur le tissu osseux, ce qui provoque une augmentation 
significative de la BMD, sans effet secondaire majeur (Del mas, 2005; Khosla, 2006). 
Toutefois, l'effet de chaque médicament demeure incomplet face aux deux processus du 
remodelage osseux, provoque des effets indésirables et doit être administré selon le stade de 
la maladie et les exigences du patient. 
1.3.2. Facteurs de risque 
La masse osseuse moins importante et la chute hormonale après la ménopause (figure A7) 
sont responsables du risque plus élevé de souffrir d'ostéoporose chez les femmes. L'hérédité 
joue aussi un rôle dans la progression de la maladie. En effet, les gènes codant pour le 
collagène sont polymorphiques dans la population. Être porteur de variants alléliques des 
gènes codant pour le collagène de type lai ayant une mutation des nucléotides guanine pour 
thymine du site de liaison au facteur de transcription Spi du promoteur augmente les risques 
de souffrir d'ostéoporose (Grant et al., 1996). En plus, le risque varie en fonction de J'allèle 
du récepteur à la vitamine D reçu. Il existe un site clivé par l'enzyme de restriction Bmsl 
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entre les exons 8 et 9 du gène codant le récepteur. Un allèle du gène du récepteur ne possède 
pas ce site. Les personnes porteuses de cet allèle ont un risque plus élevé de développer 
l'ostéoporose (Morrison et Tokita, 1994). Être caucasien, souffrir de maladies du foie, du 
rein, de l'intestin, la prise d'immunosuppresseurs (les glucocorticoïdes diminuent le ratio 
OPG/RANKL, inhibent l'ostéoblastogénèse (Jones et al. 1996», de diurétiques, un 
déséquilibre hormonal prolongé : hypogonadisme, puberté tardive et menstruations 
irrégulières sont d'autres facteurs difficilement contrôlables. Parmi les risques évitables de 
développer cette affection dégénérative, on compte la sédentarité, l'usage de la cigarette, de 
l'alcool, la malnutrition, une alimentation pauvre en calcium, en vitamine 0 et trop riche en 
protéines animales, une perte de poids importante et, reconnu depuis récemment, souffrir 
d'athérosclérose (Salamone et aL, 1999; Munger et aL, 1999; Sahota, 2000; Agence 
Nationale d'Accréditation et d'Évaluation en Santé, 2001). 
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Fig A7. Répercussions physiologiques de la chute d'œstrogène (E2). Entre autres, il y a 
une augmentation de l'activité ostéoclastique ainsi qu'une diminution de l'absorption 
intestinale du calcium, de la survie, du recrutement et du nombre des cellules pré­
ostéoblastiques. 
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1.4 : Relation ostéoporose-athérosclérose 
1.4.1. Études épidémiologiques 
Des études démontrent un lien entre le développement de l'ostéoporose et de j'athérosclérose. 
Après correction des résultats avec Je facteur âge, les femmes souffrant d'athérosclérose 
possèdent une BMD inférieure de 7 % aux femmes non-athérosclérotiques, pour un mème 
taux de PTH sanguin (lie et al., 1996). En plus, Yamaguchi (2002) indique que les taux 
sanguins de LDL (lipoprotéines de faible densité) et de HDL (lipoprotéines de haute densité) 
sont, respectivement, inversement et positivement corrélés à la BMD de femmes post­
ménopausées japonaises. Poli et al. (2003) démontrent que chez 1303 femmes post­
ménopausées, les risques de faible BMD sont accrus lorsque les taux de LDL sanguin 
dépassent 1,6mg/ml (profil lipidique athérogénique). Un profi 1 lipidique athérogénique (% 
LDL sérique > ),6 mg/ml, versus optimal: < 1 mg/ml) est associé à un T score 
ostéoporotique « -2,5 versus normal: > -1) chez des femmes ayant un embonpoint et 
récemment ménopausées (Orozco, 2004). 
L'étude épidémiologique de Banks et al. (1995) démontre que les femmes ayant une 
calcification de l'aorte ont un risque plus élevé d'avoir une BMD fémorale plus faible. De 
plus, Sinnott (2006) montre que les femmes d'âge similaire atteintes d'ostéoporose ont une 
calcification coronarienne plus importante. Adamie et al. (2004) démontrent que des taux 
élevés de tissus adipeux et du ratio LDL/HDL sont reliés à une BMD plus faible chez des 
sujets en santé. Des souris C57BL/6 nourries avec une diète athérogénique riche en lipides 
ont un taux d'ostéoca!cine, un taux minéral osseux et une BMD fémorale et vertébrale 
lombaire plus faible à sept mois que les souris nourries normalement (Parhami et al 2001). 
Les études de Uyama (1997) et von der UP (1999) associent aussi le risque de faible BMD 
aux maladies cardio-vasculaires. 
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1.4.2. L'athérosclérose 
L'athérosclérose est décrite comme une artériosclérose, ou dégénérescence fibreuse artérielle, 
accompagnée de dépôts lipidiques appelés athéromes. L'épaississement de la paroi des 
artères et l'accumulation de plaques athéromateuses mènent à la perte d'élasticité et à 
l'obstruction des vaisseaux sanguins. C'est un problème de santé publique majeur. En 
occident, les affections vasculaires représentent la principale cause de mortalité (Watson et 
Lusis, 1995). 
1.4.2.1. Facteurs de risque 
L'usage du tabac, la sédentarité, le stress, la contraception orale, l'alcoolisme, une 
alimentation riche en sel, l'hypertension artérielle, un taux de LDL/HDL élevé et l'obésité 
sont des facteurs de risque importants, mais évitables. D'autre part, les antécédents familiaux 
d'accidents cardiovasculaires, le genre masculin, le diabète, l'hypercholestérolémie familiale 
et la goutte sont plus difficilement traitables, mais favorisent aussi le développement de la 
maladie (Watson et Lusis, 1995). 
1.4.2.2. Progression de la maladie 
Dès la naissance, les artères commencent leur processus de vieillissement. L'addition des 
facteurs de risque accélère la détérioration artérielle. Un taux de LDL trop élevé engendre des 
dépôts lipidiques qui infiltrent l'intima des artères (figure A8). Les monocytes/macrophages 
tentent, via leurs récepteurs scavenger, de phagocyter et détruire les particules lipidiques en 
sécrétant des radicaux libres (Bittner, 1998). Ainsi, lorsque les LDL sont trop abondantes, les 
macrophages se gorgent de cholestérol, de triglycérides et d'autres lipides, ce qui les 
transforme en cellules spumeuses non fonctionnelles. Ils contribuent à la formation des LDL 
oxydées (oxLDL) qui activent davantage la réponse immunitaire. Il en résulte une réponse 
inflammatoire impliquant l'expression d'endothéline, de la cyclo-oxygénase, de protéases, 
d'oxyde nitrique synthase (NOS), de facteurs de croissance, de MCP-I (Monocyte 
Chemoattractant Protein-l) et de molécules d'adhésion (Bittner, 1998). S'en suivent la 
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séparation des jonctions intercellulaires et le passage subendothélial des 
monocytes/macrophages. L'abondance de cytokines et Je dérèglement de l'homéostasie de 
l'intima entraînent la prolifération des cellules musculaires lisses et l'apoptose des cellules 
endothéliales, macrophages et cellules T (Crisby et al., 1997). Il se forme alors un noyau 
nécrotique composé de cellules spumeuses, apoptotiques, de cristaux de calcium et de lipides 
oxydés entourés de cellules musculaires lisses et de cholestérol. La membrane élastique 
interne finit par se rompre. Avec le temps, une portion des cellules endothéliales se trans­
différentient en cellules ressemblant à des ostéoblastes et peuvent même provoquer la 
minéralisation des artères. D'ailleurs, plusieurs marqueurs du métabolisme osseux, dont la 
protéine de matrice x Gia, l'ostéocalcine, la BMP-2, la BMP-6, l'ostéopontine, 
l' osteonectine, l'OPG, le RANKL ainsi que des cytokines sont retrouvés dans les plaques 
athérosclérotiques (McFarlane et al., 2004). Par la suite, il peut y avoir rupture ou ulcération 
de la plaque d'athérome, embolie, thrombose et anévrisme (Ross, 1999). 
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Fig. A8. Schéma d'une coupe transversale d'une artère avec une plaque athéromateuse. 
La plaque comprend des macrophages, des cellules spumeuses et des dépôts de lipides 
provoquant l'obstruction partielle de la lumière du vaisseau. 
1.5 : Les lipoprotéines 
1.5.1. Structure moléculaire 
Les lipides étant hydrophobes, ils requièrent un moyen de transport spécial afin d'être 
délivrés adéquatement, par la circulation, aux tissus. Les lipoprotéines sont des particules 
hydrophiles au cœur hydrophobe (figure A9). Elles sont composées d'une monocouche 
externe de phospholipides, de cholestérol libre et d'apolipoprotéines (apo). Elles transportent 
des molécules hydrophobes, tels des esters de cholestérol, des triglycérides et des vitamines 
lipophiles (Abate et al., 1995). 
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Les apolipoprotéines sont des constituants amphipatiques capables de lier les lipides des 
lipoprotéines. En plus de leur impOltance dans la structure des particules, leur rôle en tant que 
ligand de récepteurs leur permet de cibler aux tissus appropriés les composantes que les 
lipoprotéines transportent. De plus, elles fonctionnent comme co-facteurs enzymatiques 
permettant la transformation des lipides transportés. Par exemple, l'apoC-II stimule l'activité 
de la lipoprotéine lipase et l'apoA-1 J'activité de la lécithine cholestérol acyl transférase 
(LCAT). 
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Fig. A9. Schéma tridimensionnel de la structure interne, membranaire et externe et des 
composantes moléculaires lipidiques et protéiques d'une particule de LDL. 
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1.5.2. Classification et métabolisme 
1.5.2.1. Chylomicrons 
Après le repas, les sucs pancréatiques hydrolysent les lipides complexes. La bile sécrétée 
dans le chyme permet l' émulsification et l'absorption des 1ipides (figure A 10). Les 
entérocytes du jujénum forment des particules appelées chylomicrons à partir du cholestérol 
estérifié (50 % du cholestérol alimentaire) et des triglycérides alimentaires. Les chylomicrons 
portent l'apoB-48 initialement et servent au transport lipidique. Ils sont sécrétés dans la 
lymphe et rejoignent la circulation sanguine par l'intermédiaire du conduit thoracique pour 
une durée de quelques heures. Leurs triglycérides sont rapidement dégradés par la 
lipoprotéine lipase pour fournir les besoins métaboliques tissulaires. Les chylomicrons 
captent l'apoC et l'apoE des HDL. Les phospholipides hydrolysés s'associent à l'apoA-1 pour 
former des HDL naissantes. Les restes de chyJomicrons (remnants) entre en compétition avec 
les VLDL (very low density lipoproteins) pour leur captation par les récepteurs LRP (LDL 
Receptor-related protein) et les récepteurs à l'apoprotéine E et leur dégradation par le foie 
(70 %). 
1.5.2.2. Lipoprotéines de très faible densité (Very Low density lipoproteins, VLDL) 
À partir des particules lipidiques et protéiques fournies par les chylomicrons, le foie 
synthétise et sécrète les VLDL de grande taille par l'action de la protéine microsomale de 
transfert de triacylglycérol (MTP) (figure Ala). Celles-ci sont formées de l'apoB-1 00 et 
servent à fournir des lipides aux tissus périphériques. Leur séjour sanguin est de courte durée 
à cause de la forte affinité des récepteurs à LDL (BlE) et de type scavenger de classe BI (SR­
BI) pour l'apoB-lOO. L'activité de la protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP) 
permet l'enrichissement en esters de cholestérol des VLDL contre des triglycérides avec les 
HDL. Cette délipidation progressive conduit à la formation d'IDL (Intermediate density 
lipoproteins) puis en LDL engendré par l'action de la lipoprotéine lipase et de la lipase 
hépatique. 
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1.5.2.3. Lipoprotéines de faible densité (Low density lipoproteins, LDL) 
La faible présence de l'apoE des LDL, particules enrichies en esters de cholestérols, confère 
une affinité plus faible envers les récepteurs à LDL, ce qui leur permet de subsister plus 
longtemps dans le sang (environ trois jours). Les LDL apportent le cholestérol aux tissus 
périphériques selon différents mécanismes de transfert lipidique. Les LDL remnants 
retournent au foie où elles seront captées et dégradées par endocytose (figure Al 0). 
1.5.2.4. Lipoprotéines de haute densité (High density lipoproteins, HDL) 
Le transport inverse du cholestérol des tissus périphériques vers le foie est effectué par les 
HDL (Tall, 1998). Celles-ci sont produites par le foie et ont, au moment d'entrer dans la 
circulation sanguine, une forme discoïdale, un très faible contenu lipidique et l'apo A-f. Le 
contact avec les transporteurs ABC (Arp binding cassette)-AI enclenche le captage du 
cholestérol cellulaire par les HDL. Ces transporteurs transfèrent unilatéralement le 
cholestérol cytoplasmique vers les HDL en utilisant l'énergie de l'ATP. L'enzyme sérique 
LCAT estérifie le cholestérol via le transfert d'un acide gras polyinsaturé sur le carbone 3, le 
rendant apolaire, ce qui accroît son accumulation dans les particules HDL. De taille 
croissante, celles-ci ont une action anti-athérosclérotique en rapportant le cholestérol vers le 
foie qui l'éliminera dans la bile (figure AIO). 
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Fig. AI O. Schéma des composantes moléculaires impliquées dans le cycle métabolique 
du cholestérol. Il y a d'abord l'absorption du cholestérol par l'intestin, la formation des 
chylomicrons, l'absorption par le foie, la sécrétion sanguine des VLDL, la transformation en 
IDL et LDL, le transfert aux tissus puis le transport inverse par les HDL. 
1.5.3. Internalisation 
La liaison des lipoprotéines aux récepteurs cellulaires engendre un changement de 
conformation qui enclenche différents types d'entrée des constituants, L'endocytose par 
récepteur interposé engendre l'entrée intracellulaire de différentes molécules/particules 
extracellulaires comme des facteurs de croissance, cytokines et lipoprotéines conjointement à 
leurs récepteurs (figure AlI). L'endocytose des LDL est généralement réalisée par 
l'intermédiaire des récepteurs à LDL (récepteurs BlE) (Brown et Goldstein, 1976; Brown et 
Goldstein, 1986), des récepteurs à VLDL et des récepteurs SR-BI (Acton et al., 1994; Acton 
et aL, 1996; Williams et al., 1999). Les récepteurs à LDL s'associent aux apoB ou apoE par 
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la région riche en acides aminés chargés des LDL, avec lesquels ils ont plus d'affinité 
qu'avec les oxLDL (Basu et al., 1978). Les LRP (récepteur apparenté aux récepteurs à LDL) 
présents dans le foie reconnaissent l'apoE, mais pas 1'apoB-1 00. Ils interagissent ainsi avec 
les VLDL, et IDL et les chylomicrons remnants. 
LDL receptors k 1) HMG·CoA 
reductase 
"',y'JOCholesleryl ~ 1
 
Iil"loleate 2.1 ACAT .. ~C0
 
Cholesterol CO
holesteryl 
oleate
"\ 
Protein
 
j

3.' LDL receplors
 
Aminoacids
._------------./ 
LDl blnding -~ lnternalizalion	 LysosomaJ -~ RegulaI{}/)' 
hydrolySiS actions 
Fig. A Il. Schéma du captage, de la dégradation et de la régulation enzymatique suivant 
l'internalisation cellulaire des particules de LDL. 
Ce processus requière l'auto-assemblage d' AP-2 (Assembly Protein 2). La protéine AP-2 fixe 
alors le complexe hexamèrique de clathrine. La clathrine s'auto-polymérise et la formation 
d'une vésicule est catalysée par la liaison au GTP (guanosine triphosphate) qui permet la 
polymérisation de la dynamine (avec hydrolyse du GTP) (Schmid, 1997). 
La vésicule forme un compartiment lisse appelé endosome précoce avec les protéines de 
fusion (SNARE). Le pH acide de celui-ci provoque la dissociation du récepteur au ligand, 
permettant son retour à la membrane dans un endosome de recyclage. L'endosome tardif ne 
contient plus que la particule de LDL et se dirige vers l'appareil de Golgi pour fusionner avec 
un lysosome. Le phagolysosome contient alors des enzymes hydrolytiques capables de 
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dégrader les apoprotéines, libérant le cholestérol pouvant ensuite s'intégrer aux membranes et 
moduler le métabolisme cellulaire (Mayorga et aL, 1991). 
Les cholestérols internalisés peuvent être directement utilisés pour le métabolisme cellulaire 
ou encore être estérifiés pour le stockage. Ils modifient J'état cellulaire en inhibant la HMG­
CoA réductase (3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A réductase) et la synthèse de 
récepteurs à LDL, mais activent l'acyl transférase (AC AT) servant à estérifier les 
cholestérols. Des mutations des récepteurs à LDL ou de l'apoB et/ou l'apoE sont 
responsables des hyperchoJestérolémies familiales. La plus fréquente concerne la mutation 
nommée apoB3500. Elle touche un occidental sur 500 et provoque des taux de LDL très 
élevés (Goldstein et aL, 1995). 
1.5.4. Récepteurs scavengers 
Les LDL modifiés par oxydation ou acétylation se lient à différents membres de la famille 
des récepteurs scavenger (SR-AI, SR-AIl, SR-BI, SR-BII, LOX-I, macrosialine/CD68 et 
CD36) (Endemann et al. 1993; Acton et al,. 1994; Ramprasad et al. 1995; Freeman, 1997). Ils 
servent à nettoyer le sang de différentes particules ou même des bactéries (Brown et al., 
1981; Brown et aL, 1986). Les récepteurs scavenger SR-AI, SR-AIl, LOX-\, SREC et CD36 
sont particulièrement associés à l'interaction avec les oxLDL (Dhaliwal et Steinbrecher, 
1999). Leur stimulation entraîne une transduction du signal menant à une réponse 
inflammatoire. L'affinité de SR-BI pour les lipoprotéines suit ce modèle: HDL > oxLDL > 
LDL > LDL acétylés (Fluiter et aL, 1997). Le taux d'expression des récepteurs scavengers 
par les macrophages est peu influencé par la quantité de cholestérol cytoplasmique, ce qui 
peut mener à la formation de cellules spumeuses et au développement de J'athérosclérose 
(Steinberg 1989; Young). 
Le récepteur LOX-l (50 kDa) est reconnu pour interagir avec les oxLDL, stimulant la 
production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS). II joue un rôle dans le développement de 
la pathologie de ('athérosclérose (Henriksen et aL, 1982; Landar et aL, 1996; Sawamura et 
al., 1997; Li et Mehta, 1999; Mingyi et aL, 2002; Duerrschmidt et aL, 2006). Il est muni 
d'une section leptin-like extracellulaire riche en cystéine pouvant lier les oxLDL (Sawamura 
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et aL, 1997; Xie et al., 2003) et d'une courte portion cytoplasmique. Il est exprimé par les 
cellules vasculaires coronariennes, les macrophages, le syncytiotrophoblaste et les cellules 
musculaires lisses (Duerrschmidt et aL, 2006; Steinbrecher, 1999). Leur reconnaissance des 
oxLDL est différente des autres récepteurs scavenger. L'activation du récepteur par les 
oxLDL se traduit par une production de ROS, une inhibition de l'activité de l'oxyde nitrique 
synthase (NOS) et l'activation de facteurs inflammatoires via NF-KS (Duerrschmidt et aL, 
2006). Sa stimulation mène à l'activation de l'endothélium (Landar et aL, 1996; Li et Mehta, 
1999) et à l'apoptose des cellules endothéliales vasculaires (CEV). 
1.5.5. Oxydation des LDL 
De hauts taux plasmatiques de lipoprotéines de faible densité (LDL) favorisent leur 
oxydation en oxLDL (Morel et al, 1984; Steinberg et aL, 1989; Olkkonen et aL, 2004). En 
relation avec l'athérosclérose, Morel et al. (1984) et Müller et al. (1998) accusent les cellules 
endothéliales (CEV) et du muscle lisse endothéliales (VSMC) de leur oxydation, tandis que 
d'autres études pointent vers les macrophages (Aviram et al 1994; Müller et al., 1999). La 
NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate) oxydase, la l5-lipoxygénase, la 
myélopéroxidase et la chaîne de transport d'électrons mitochondriale sont parmi les systèmes 
enzymatiques contribuant à l'oxydation des LDL (Folcik et al. 1995). Leurs propriétés 
physicochimiques s'en trouvent transformées (Steinbrecher et al 1984). Premièrement, les 
lipides polyinsaturés subissent l'oxydation par différents agents (cigarette, macrophage, 
cellules endothéliales). L'oxydation se propage à d'autres lipides, aux cholestérols 
(oxystérols) et à l'apoS. Les constituants sont altérés et dégradés (Steinberg 1997). Les 
particules transportent des aldéhydes et des cétones (4-hydroxynonenal, malondialdehyde 
(MDA)) provenant de l'oxydation des lipides polyinsaturés, pouvant créer des liens avec 
l'apoS. L'apoS se fragmente et se retrouve avec une augmentation de sa charge négative 
globale. Son épitope de reconnaissance aux récepteurs à LDL est altéré (Fang et aL, 1987), 
tandis que son affinité pour les récepteurs scavengers est accrue (Young et McEneny, 2001). 
Elles ont un contenu réduit en esters de cholestérols. 
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Le cholestérol représente 33 à 36 % de la composition des LOL. Les oxystérols dérivent soit 
du métabolisme enzymatique du cholestérol, de l'alimentation ou encore de l'oxydation 
indirecte par d'autres facteurs (Olkkonen et al, 2004). Ils sont formés par l'ajout de 
groupements hydroxyles à différents endroits: 7a-, 7~-hydroxycholestérol, 7-kétocholestérol, 
19-hydroxycholestérol, cholestérol-5a,6a-époxyde, cholestérol-5~,6~-époxyde, 22R-, 22S-, 
25-, et 27-hydroxycholestérol. Tout comme les lipoprotéines, ces particules engendrent une 
panoplie d'effets selon leur concentration, le type cellulaire et l'espèce étudiée (Steinberg 
1997; Vaya et al., 2001). Les oxystérols subissent la plupart des modifications normalement 
effectuées à la molécule de cholestérol, incluant l'estérification. En plus, ils peuvent lier des 
protéines cytoplasmiques et perturber la synthèse, l'estérification et l'efflux du cholestérol 
(Brown et Jessup, 1999). 
La proportion des différents oxystérols contenus dans les lipoprotéines varie selon le temps 
d'incubation avec le cuivre, qui détermine le degré d'oxydation des particules. Une oxydation 
de 48 h forme de 15 à 20 % d'oxystérols par rapport au cholestérol total de la lipoprotéine. 
Rodriguez et al., (2004) a démontré par HPLC (chromatographie liquide à haute 
performance) que le 7ketocholestérol est J'oxystérol majoritaire suivit du 7a­
hydroxycholestérol et du 7~-hydroxycholestérol (tous oxydés sur le carbone en position 7) 
après 24 h d'incubation des LOL avec le cuivre. La proportion du 7ketocholestérol augmente 
avec le temps d'oxydation, contrairement aux deux autres susceptibles d'être oxydés et 
convertis en 7ketocholestérol. 
1.6 : Effets des oxLDL sur les cellules 
1.6.1. Effets des particules 
L'effet des oxLOL varie selon le type cellulaire, la concentration utilisée et leur degré 
d'oxydation (Negre-Salvayre et al., 1990; Subroto et Ghosh, 1996; Auge et al., 1995; Colles 
et al., 2001; Chen et al., 2007). Les oxLOL sont plus toxiques pour les cellules en division 
(Hessler et al., 1979; Kosugi et al., 1987). C'est la partie lipidique de la particule qui est 
responsable de l'effet nocif sur les fibroblastes, les CEV et les VSMC (Hessler et al., 1983). 
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Les LDL fortement (hox-LDL) et moyennement (mox-LDL) oxydées sont responsables du 
déclenchement de processus directement reliés au développement de l'athérosclérose. Ces 
particules stimulent l'expression par les CEV de molécules d'adhérence des monocytes 
(Steinberg et aL, 1989; Takei et al., 200 1; Berligner et aL, 1995). Ainsi, après avoir favorisé 
Je recrutement des monocytes, elles induisent leur différenciation en macrophages. De plus, 
ces particules activent la sécrétion de cytokines par les macrophages (Aviram et Rosenblat, 
1994), tout en réduisant leur mobilité (Quinn et al. 1985). En plus, les oxLDL augmentent la 
perméabilité vasculaire endothéliale, favorisant le passage des monocytes sous l'endothélium 
vasculaire, permettant le contact avec les VSMC et la formation de la plaque athéromateuse 
(Claise et aL, 1999). La formation de thrombus est un des risques associés à la pathologie de 
l'athérosclérose. En ce sens, les oxLDL provoquent une activation et une agrégation 
plaquettaires (Meraji et aL, 1995; Weidtmann et aL, 1995; Davi et Patrono, 2007; Korporaal 
et aL, 2007). 
Les oxLDL provoquent la prolifération de plusieurs modèles cellulaires. D'ailleurs, elles 
augmentent la synthèse de protéines impliquées dans la progression du cycle cellulaire, les 
cdk et les cyclines (Zettler et aL, 2003) pour ensuite induire la division des fibroblastes 
(Zettler et aL, 2003) et des VSMC via l'activation de la protéine kinase B (Auge et al., 1995; 
Subroto et Ghosh, 1996). En plus, la prolifération des VSMC (synthèse d'ADN) induite par 
de faibles concentrations de oxLDL (5 ).lg/ml) est inhibée par l'antioxydant N-acétylcystéine 
(NAC), ce qui démontre qu'elle est dépendante des ROS (Auge et aL, 1995; Watanabe et aL, 
2001; Watanabe et aL, 2002). Certaines études indiquent qu'elles augmentent la 
concentration intracellulaire d'ions calcium, ce qUI enclenche la progression du cycle 
cellulaire des VSMC (Harris-Hooker et aL, 1992). D'ailleurs, les oxLDL stimuleraient, 
davantage que les nLDL, la voie MAPK et la synthèse du facteur de croissance PDGF par les 
VSMC et les macrophages (Stiko-Rahm et al., 1992; Bjorkerud et Bjorkerud, 1996; Kusuhara 
et al., 1997). De plus, les cellules mésenchymateuses passent en phase S du cycle cellulaire 
en présence de faibles concentrations de oxLDL (0 à 50 ).lg/ml) (Dentelli et Rosso, 2007). 
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Les oxLDL sont connues pour être cytotoxiques, diminuer l'activité de réduction du sel de 
tétrazolium MIT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) et 
induire l'apoptose des CEV à de faibles concentrations (40 I-lglml et plus de oxLDL) (Hessler 
et al 1983; Nègre-Salvayre et al., 1995; Kontush et al., 2003). L'incubation en présence de 
200 I-lg/ml de oxLDL pendant 24 h induit la fragmentation de l'ADN et l'apoptose des CEV 
coronariennes et des cellules mésenchymateuses (Napoli et al., 2000; Dentelli et Rosso, 
2007). De faibles concentrations de oxLDL ne changent pas la viabilité cellulaire des 
HUVEC, même en augmentant le temps d'incubation, tandis que 100 et 200 I-lg/ml induisent 
l'apoptose (Uemura et al., 2002). La viabilité des CEV cérébrales est réduite après 6 heures 
d'incubation avec 200 I-lglml de oxLDL (Chen et al., 2007). De plus, 100 I-lglml suffisent à 
réduire le nombre de CEV cérébrales après 24 h (Chen et al., 2007). Finalement, une 
incubation de 500 I-lglml de oxLDL pendant 24 h induit l'apoptose chez 55 % des monocytes 
THP-I (Vicca et al., 2000). Ainsi, les oxLDL perturbent la viabilité, la survie et la 
prolifération cellulaire, ayant souvent comme aboutissement le déclenchement de l'apoptose 
à fortes concentrations ou avec l'augmentation du temps d'exposition. 
1.6.2. Effets des composantes des particules 
L'effet cytotoxique des oxLDL provient de la formation d'oxystérols. Selon Lemaire-Ewing 
et al. (2005), les oxystérols 7~-hydroxycholestérol, 7-ketocholestérol et cholestérol-5~,6~­
époxyde sont les plus susceptibles d'être les responsables des effets cytotoxiques cellulaires. 
En effet, 25 I-lM de ces oxystérols provoque une réponse inflammatoire (sécrétion d'IL-6 et 
Il), la production du radical superoxyde (O{)et l'apoptose de la lignée de cellules 
leucocytaires U937 (Lemaire-Ewing et al., 2005). 
La cytotoxicité observée sur les cellules RPE (human retinal pigment epithelium) de 
concentrations croissantes de oxLDL (10 à 50 llg/m1) augmente dans le temps. À 24 h et 48 
h, peu de perte de viabilité est observée, contrairement à 72 h où une diminution significative 
est obtenue avec 10 I-lg/ml. De plus, la cytotoxicité sur les RPE dépend de la formation et de 
la présence de 7ketocholestérol (Rodriguez et al., 2004). Ces cellules ont une perte de 
viabilité dès 24 h en présence de 50 I-lM de 7ketocholestérol. La co-incubation de 1 I-lg/ml de 
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nLDL avec des concentrations croissantes (10 à J00 /lM) de 7ketocholestérol et de 7~­
hydroxycholestérol provoque aussi une perte de viabilité des RPE dès les concentrations les 
plus faibles. D'ailleurs, 30 /lM de 7ketocholestérol induit la fragmentation de l'ADN et 
l'apoptose des VSMC après seulement 24 h d'incubation (Nishio et Watanabe, 1996). En 
plus, il a été démontré que 40 /lM de 7ketocholestérol induit l'expression de la NADPH 
oxydase 4 (NOX-4) dans les VMSC aortiques humaines. Il en résulte une production de 
ROS, qui est inhibée lors de l'utilisation d'un ARN interférant pour NOX-4 (Pedruzzi et al., 
2004), et une induction de l'apoptose des VMSC dès 20 /lM (Lizard et aL, 1997). 
Le 7~-hydroxycholestérol induit une perte de viabilité à partir de 24 h à 30 /lM, fortement 
accentuée après 48 h d'incubation avec les cellules U937. En plus, les cellules traitées ont 
une chute de leur contenu en glutathion (groupement SH) de 6 jusqu'à 24 h après l'incubation 
(Ryan et al., 2004). D'ailleurs le prétraitement de 24 h avec 100 /lM d'a-tocophérol, un agent 
antioxydant, prévient l'apoptose et la génération de ROS des VSMC en présence de 50 /lM 
de 7ketocholestérol et de 7~-hydroxycholestérol(Uemura et aL, 2002). 
La lysoPC est un phospholipide modifié produit à partir de la phosphatidylcholine via 
l'action de la phospholipase A2 ou suite à l'oxydation par les ROS (Wu et aL, 1998). Elle est 
transportée par les oxLDL (Wu et aL, 1998). Elle est reconnue pour son action cytotoxique 
sur plusieurs modèles cellulaires, dont les cellules endothéliales. Elle serait même 
responsable de certains effets athérosclérotiques observés en présence de oxLDL. En effet, 
elle induit l'agrégation des plaquettes (Siess et aL, 1999) et la prolifération des VSMC via 
l'activation des MAPK et de AP-I et l'élévation du calcium intracellulaire (Yamakawa et aL, 
1998). De plus, la stimulation de la synthèse d'ADN induite par les oxLDL serait dépendante 
de la lysoPC (Heinloth et aL, 2000). Elle a aussi démontrée pouvoir augmenter la production 
de ROS dans les HUVEC via l'activation de la NADPH oxydase (Heinloth et aL, 2000) et 
dans les CEV aortiques bovines parallèlement à la synthèse d'une sous-unité de la NADPH 
oxydase (Takeshita et al., 2000). Elle est aussi un des agents des LDL responsable du 
déclenchement de l'apoptose (clivage de la caspase-3, fragmentation de l'ADN et perte 
d'activité MTT) des CEV humaines (Kontush et al., 2003; Huang et aL, 2005). 
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1.7 : Rôles des oxLDL dans le développement de l'ostéoporose 
En plus des études épidémiologiques indiquant que le fait d'être atteint d'athérosclérose suffit 
à accroître les risques de développer l'ostéoporose, il existe, dans la littérature, des évidences 
de la perturbation du métabolisme cellulaire osseux par les oxLDL ou leurs composantes. Les 
études de Parhami ont indiqué pour la première fois que les oxLDL inhibent la 
différenciation ostéoblastique des cellules souches de la moelle osseuse mesurée par l'activité 
de la phosphatase alcaline et la sécrétion de collagène (Parhami et al., 1999). De plus, en 
présence des oxLDL, les cellules progénitrices de la moelle se différencieraient 
préférentiellement en adipocytes plutôt qu'en ostéoblastes, et les oxLDL favoriseraient la 
calcification vasculaire en augmentant l'activité de la phosphatase alcaline des cellules 
vasculaires (Parhami et aL, 1997). Liu et al. (2005) ont démontré que l'oxystérol cholestane­
3beta,5alpha,6beta-triol provoque l'apoptose et inhibe la différenciation ostéoblastique de 
cellules de la moelle osseuse de rat. Finalement, le potentiel antioxydant des femmes 
ostéoporotiques, mesuré par l'activité de la superoxyde dismutase (SOD) et de la glutathion 
peroxydase (GSX) et par les taux plasmatiques de vitamine C, E et A, est significativement 
plus bas que chez les sujets avec une BMD normale (Maggio et aL, 2003). Ainsi, l'oxydo­
réduction plasmatique serait un indicateur du risque ostéoporotique. Ces résultats démontrent 
l'interaction des cellules ostéoblastiques avec les oxLDL, attribuant un effet potentiel des 
particu les dans le risque de souffrir d'ostéoporose. 
1.8 : Oxydoréduction cellulaire 
Les organismes aérobiques ont dû développer des systèmes permettant de maintenir un état 
cytoplasmique réduit tout en vivant dans un milieu à forte concentration en oxygène (21 %) 
(Ghezzi, 2005). Ils utilisent l'oxygène comme accepteur final d'électron dans le processus 
respiratoire moléculaire. L'imperfection du système génère des espèces intermédiaires 
réactives, appelées espèces réactives de l'oxygène (ROS), incluant le peroxyde d'hydrogène 
(H20 2) et 1'02 -, Ceux-ci ont le potentiel de réagir et d'endommager plusieurs constituants 
cellulaires tels les lipides, les protéines ou même les acides nucléiques (Ghezzi, 2005). Elles 
ont une tendance particulière à réagir avec les protéines contenant l'acide aminé cystéine 
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(Jones et al., 2004). Ces groupements sont sensibles à la formation de ponts disulfure 
modifiant la structure fonctionnelle de certaines protéines. Les systèmes régulant l'état 
d'oxydoréduction cellulaire font partie de la superfamille thiorédoxine. Ils sont impliqués 
dans la neutralisation des ROS et la régénération sous leur forme réduite des groupements 
thiols (SH-) des protéines (Holmgren, 1989). Entre autre, le système glutarédoxine est généré 
par la réduction de la glutarédoxine par le tripeptide glutathion réduit (GSH). Le GSH est 
synthétisé grâce à l'action de la glutamate cystéine ligase qui lie la L-cystéine et le L­
glutamate en utilisant l'ATP, puis de la glutathion synthétase qui ajoute au groupement la 
glycine. La reformation de GSH à partir du glutathion oxydé (GSSG) est catalysée par la 
glutathion réductase et le co-facteur NADPH (figure Al 0). Le N-acétylcystéine (NAC) est un 
antioxydant largement utilisé pouvant aussi régénérer les stocks de GSH. Une forte 
exposition aux ROS mène à la surcharge des mécanismes de régénération des groupements 
thiols, ce qui expose la cellule et ses constituants à des dommages. 
LOOH GSH NADP 
Gfut at hion 
peroxydase réductase 
LOH ..... GSSG NADPH 
Fig. A12. Régénération du glutathion, par l'utilisation du facteur réducteur NADPH, 
pouvant neutraliser et transformer le peroxyde d'hydrogène en eau. 
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1.9 : Hypothèses et objectifs 
1.9.1. Hypothèses 
Étant donné que la littérature concernant les oxLDL est composée d'un éventail d'effets 
allant de la stimulation de la viabilité et de la prolifération à la mort cellulaire en fonction des 
concentrations utilisées et du temps d'incubation, nous proposons qu'une exposition à des 
concentrations croissantes de oxLDL sur les ostéoblastes ne produira pas une réponse 
monophasique. Nous croyons que la viabilité cellulaire ostéoblastique variera, allant de la 
stimulation à l'inhibition, en fonction des concentrations et du degré d'oxydation des LDL. 
En toxicologie, l'hormèse est un phénomène caractérisé par une courbe dose-réponse 
biphasique. L'exposition à un agent toxique à faibles doses peut stimuler ou exciter un 
organisme (Calabrese, 2002; Calabrese, 2005). De façon analogue, une stimulation de la 
prolifération en présence de faibles concentrations de oxLDL a été rapportée, tandis que 
J'apoptose est déclenchée à fortes concentrations chez différents modèles cellulaires. 
En se basant sur les précédents retrouvés avec d'autres modèles ou systèmes dans la 
littérature, nous avons émis comme première l'hypothèse que l'exposition des ostéoblastes 
aux oxLDL permettra de retrouver le profil type de l'hormèse lors d'essais d'activité MTT. 
Notre deuxième hypothèse était que la variation de l'activité MTT en présence de oxLDL 
serait proportionnelle au nombre de cellules, à la masse mitochondriale et à la taille 
cellulaire. 
Étant donné que les essais MTT mesurent spécifiquement le potentiel réducteur cellulaire et 
dans l'éventualité d'une absence de corrélation entre l'activité MTT et le nombre de cellules, 
nous nous proposions de déterminer la nature de la stimulation à faibles concentrations. Notre 
troisième hypothèse était que les oxLDL induiraient une production de ROS intracellulaire 
pouvant stimuler des mécanismes de défense impliqués dans la génération ou l'utilisation de 
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facteurs réducteurs, tel le NAD(P)H. Ceux-ci sont susceptibles d'être impliqués dans la 
réduction du MTT. 
La proposition d'une réponse hormésique implique que la stimulation est perdue avec de plus 
fortes concentrations de oxLDL. Ainsi nous voulions évaluer l'impact de la stimulation à 
faibles concentrations de oxLDL sur les fonctions cellulaires. Nous avions émis comme 
quatrième hypothèse que l'effet de stimulation obtenu à faibles concentrations ne représentait 
pas une augmentation réelle de la viabilité, mais traduisait une réponse à un stress oxydatif 
pouvant altérer les fonctions des ostéoblastes. 
1.9.2. Objectifs 
Notre premIer objectif était de caractériser l'effet des oxLDL, des oxystérols 7~­
hydroxycholestérol et 7ketocholestérol et de la lysoPC sur l'activité MTT, ainsi que sur la 
prolifération et la viabilité des ostéoblastes humains MG-63. 
Notre deuxième objectif était de vérifier si l'activité MTT des cellules MG-63 en présence de 
concentrations croissantes de oxLOL et de 7~-hydroxycholestérol est en lien avec la 
stimulation de la prolifération ou la cytotoxicité. 
Notre troisième objectif était, dans le cas où la prolifération cellulaire ne représente pas une 
corrélation positive directe avec l'augmentation de l'activité MTT, de caractériser la nature et 
l'origine de la portion correspondant à la stimulation de l'activité MTT par les oxLDL. 
Notre quatrième objectif était d'évaluer l'impact de faibles concentrations de oxLDL sur les 
fonctions des cellules ostéoblastiques. Est-ce que l'augmentation de l'activité MTT ou de la 
prolifération se traduit par un effet bénéfique physiologiquement? 
1.9.3. Modèles cellulaires utilisés 
La lignée MG-63 a été privilégiée pour l'ensemble des expérimentations considérant son taux 
de division rapide et son phénotype ostéoblastique. Elle provient d'un ostéosarcome d'un 
homme de 14 ans. Sa morphologie est similaire aux fibroblastes. Elle synthétise le collagène 
lAI et a une activité phosphatase alcaline. De plus, elle exprime l'homéoprotéine Msx2 ainsi 
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que le facteur de transcription cbfa1 impl iqués dans la différenciation ostéoblastique (Ducy et 
al., 1997; Hattar et al., 2002). 
Étant donné les différences génotypiques et phénotypiques entre les différents modèles de 
pré-ostéoblastes humains (cellules MG-63, SaOS et U20S), et avec des ostéoblastes en 
culture primaire (cellules de la moelle osseuse de souris C57BLl6), il est intéressant de 
comparer les différentes réponses de ces cellules à la présence de oxLDL. 
Les cellules SaOS proviennent d'un ostéosarcome à faible pouvoir invasif d'une femme 
caucasienne de Il ans. Elles sont les plus matures ostéoblastiquement et adoptent la 
morphologie des cellules épithéliales (Hattar et al. 2002). Cette lignée exprIme la 
phosphatase alcaline, l'OPG, cbfa1, de faible niveaux d' ostéopontine, de collagène lAI et 
l'ostéocalcine (Dass et aL, 2006; Fogh et aL, 1977). Enfin, elles sont aptes à former des 
nodules de minéralisation. 
Les cellules U20S sont négatives pour la plupart des marqueurs ostéoblastiques. Elles ont 
une morphologie épithéliale et proviennent du tibia d'une femme de 14 ans. Elles expriment 
p53, l'OPG, cbfallRunx2, une faible activité de la phosphatase alcaline et peu d'ostéopontine 
(Fogh et al., 1977). Enfin, elles sont aptes à former des nodules de minéralisation (Dass et al., 
2006). 
Des cultures primaires d'ostéoblastes de souris C57BLl6 permettront de confirmer la véracité 
et la réalité physiologique des résultats obtenus avec les autres lignées. 
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2.1. : Contribution et étapes 
Au cours de ma maîtrise, j'ai rédigé un article intitulé Characterization of oxidized low density 
lipoproteins-induced hormesis-like effects in osteoblastic cells (Caractérisation de l'effet de type 
hormésique induit par les lipoprotéines de faibles densité oxydées sur des cellules 
ostéoblastiques). Je suis premier auteur de l'article avec Élie Abed, Louise Brissette et Robert 
Moreau qui figurent dans la liste d'auteurs. Elie Abed a effectué les expériences portant sur la 
migration cellulaire. 
L'article regroupe les résultats que j'ai obtenus durant ma formation et porte sur l'analyse de 
j'effet paradoxal, en présence de faibles concentrations de lipoprotéines de faible densité oxydées, 
de stimulation du métabolisme des cellules pré-ostéoblastiques humaines MG-63. 
L'augmentation d'activité cellulaire mesurée par la réduction du sel de tétrazolium en formazan 
est perdue avec le temps et à plus forte concentration. L'investigation sur les origines de cette 
stimulation forme le cœur de l'article. En effet, l'état d'homéostasie intracellulaire est évalué, 
entre autres, par le contenu en NAD(P)H, le statut mitochondrial et la production d'espèces 
réactives de l'oxygène. 
L'article a été récemment accepté pour publication dans la revue The American Journal of 
Physiology - Cell Physiology. Les éditeurs de cette revue sont à la recherche d'articles reliant la 
biochimie, la biologie, la physique et la pharmacologie. Ils sont ouverts aux articles novateurs 
proposant des mécanismes normaux ou anormaux de fonctionnement cellulaire. Les recherches 
originales portant sur le fonctionnement des organites, la respiration mitochondriale, le trafic 
ionique, protéique ou par endocytose, l'effet d'agents toxiques, l'apoptose ou la différenciation 
sont encouragées. Cette revue œuvre ainsi en joignant des connaissances de disciplines connexes 
et présente un facteur d'impact de 4.334 en 2006. 
Nos orientations de recherche cadrent dans les critères de la revue. Avec l'accord de mon 
directeur de recherche Robert Moreau, je souhaite présenter mon mémoire par article (article 
accepté par la revue The American Journal ofPhysiology - Cell Physiology). 
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2.2.1. Abstract 
Epidemiological studies indicate that patients suffering from atherosclerosis are predisposed to develop 
osteoporosis. Atherogenic determinants such as oxidized low density lipoprotein (oxLDL) particles 
have been shown both ta stimulate the proliferation and promote apoptosis of bone-forming 
osteoblasts. Given such opposite responses, we characterized the oxLDL-induced hormesis-like effects 
in osteoblasts. Biphasic MTT reductive activity responses were induced by oxLDL where low 
concentrations (10-50 microglml) increased and high concentrations (from 150 microglml) reduced the 
MTT activity. Stimulation of cell proliferation by oxLDL partially accounted for the increased MTT 
activity. The oxLDL-induced increased MTT activity was not associated with enhanced 
endosomal/lysosomal activity. No alteration of mitochondria mass was noticed whereas low 
concentrations of oxLDL induced mitochondria hyperpolarization and increased the levels of reactive 
oxygen species (ROS). The increased MTT activity induced by oxLDL was not related to intracellular 
ROS levels. OxLDL increased NAD(P)H-associated cellular fluorescence and flavoenzyme inhibitor 
DPI reduced basal and oxLDL-induced MIT activity in a dose-dependent manner, suggesting an 
enhancement of NAD(P)H-dependent cell reductive potential. Low concentrations of oxLDL reduced 
cellular thiol content and induced an increase of metallothionein expression suggesting the induction of 
compensatory mechanism for the maintenance of cell redox state. Nevertheless, these concentrations 
of oxLDL reduced alkaline phosphatase activity and cell migration of osteoblastic cells. Our results 
indicate that oxLDL particles cause hormesis-like response which are associated with the stimulation 
by low concentrations of oxLDL of both proliferation and cellular NAD(P)H-dependent reduction 
potential, while high concentrations lead to reduction of MTT activity associated with cell death. 
Given the effects of low concentrations of oxLDL on osteoblast alkaline phosphatase activity and 
migration, oxLDL may contribute to the impairment ofbone remodeling equilibrium. 
Keywords: osteoblasts; atherosclerosis; oxLDL; oxysterol; hormesis 
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2.2.2. Introduction 
Elevated levels of serum low-density lipoprotein (LDL) particles are considered as the most important 
atherogenic risk factor. LDL particles are thought to become atherogenic after undergoing oxidative 
modifications and key roles of oxidized LDL (various oxidized species collectively designated 
oxLDL) in atherosclerosis have been largely reviewed by Steinberg (46). Oxidized LDL and 
oxysterols have been shown to increase or decrease proliferation, and trigger apoptosis process 
depending on the cell types related to vasculature alterations, nature of oxLDL and oxysterols, and on 
the concentrations used (52); thus supporting numerous deleterious effects that sustain the 
development of atherosclerosis. Also, a number of clinical studies suggest an association between 
cardiovascular diseases and the development of osteoporosis, independently of age and honnonal 
deficiency (2, 3, 48-50). Positive relationships with LDL particles and LDL-associated apoS both' in 
men and women have been reported for osteoporosis CI, 37, 41). Lipid accumulation has been 
observed in osteoporotic and aging bone (36,42,47). The presence of oxidized lipids was revealed in 
the bone marrow of hyperlipidemic mice (47). Furthermore Maggio et al (33) have reported a marked 
decrease in plasma antioxidants in aged osteoporotic women. Therefore, these studies suggest the 
existence of one or several contributory factors for the parallel development of atherosclerosis and 
osteoporosis. 
The bone is a dynamic tissue that is continuously being remodelled following two opposite and 
coordinated processes. Under normal conditions, specialized cells called osteoclasts transiently break 
down old bone (resorption process) at multiple sites as other cells known as osteoblasts are replacing it 
with new tissue (bone formation). Following differentiation from mesenchymal stem cells, osteoblastic 
ce Ils assure bone formation and mineraiization through the secretion of bone matrix components (type 
1 collagen and noncollagenous proteins), and also play a central role in the regulation of bone 
resorption by providing essential factors such as macrophage-colony stimulating factor (M-CSF) and 
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receptor activator of NF-kappaB ligand (RANKL) for the differentiation of osteoclasts (32). ln this 
context, alteration of osteoblastic proliferation, differentiation, secretory functions or apoptosis rate are 
though to compromise the maintenance ofbone remodelling equilibrium. Parhami et al. (40) reported a 
reduction of bone mineralization in mice fed with an atherogenic high-fat diet, with a decreased 
expression of osteoblastic marker osteocalcin by marrow cells suggesting an inhibition of osteoblastic 
differentiation. Accordingly oxLDL particles have been reported to promote in vitro cell proliferation 
and to inhibit the differentiation of murine osteoprogenitor cell line MC3T3-EI and of bone marrow 
osteoblastic precursor cells (38, 39). Liu et al. (29) showed that low concentrations of oxysterol 
cholestane-3b,5a,6b-triol increased cell viability and tha! high concentrations inhibited osteoblastic 
differentiation and promoted the apoptosis of primary rat bone marrow stromal cells. Klein et al (20) 
reported an inhibition of the osteoblastic phenotype marker alkaline phosphatase activity and cell death 
by oxLDL in human osteoblastic SaOS cells. We have repol1ed that high concentrations of oxLDL 
cause cell death through the apoptosis of human osteoblastic MG-63 cells (6). Altogether, the studies 
have reported paradoxical stimulation and loss of osteoblastic viability by oxLDL which have 
highlighted oxLDL as a contributory factor for the parallel development of atherosclerosis and 
osteoporosis. 
Given that the effects of oxLDL appear to be dependent on the concentrations, we speculated that the 
effects of oxLDL on cell viability may not correspond to typical monophasic dose-response but rather 
be associated with biphasic responses related to hormesis. Determination of dose-response effects is 
general procedure in toxicology for the risk evaluation and the establishment of exposure guidelines in 
view of monophasic responses. The MTT assay has been widely used for this end and has also 
permitted to reveal in sorne cases biphasic hormesis responses (13,14,43,51). Hormesis has been 
defined as a dose-response relationship in which a stimulatory response occurs at low doses, and an 
inhibitory response takes place at high doses, resulting in a U- or inverted U-shaped dose response 
(10). Biphasic relationships have been described for various end point functions sllch as growth 
(metabolism, proliferation, survival, longevity) and deleterious effects (disease, cancer, etc). Hormesis 
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is considered as an evolutionarily conserved process and the mechanisms underlying hormesis remain 
an enigma. The induction of biphasic hormesis-like relationships have been described for mild heat 
stress, radiation and by exposure to environmental toxic agents such as heavy metals (Il). ln sorne 
cases, hormesis has been considered as an adaptive or conditioning response that increases the 
resistance of the cell or organism from moderate to severe Jevels of stress. Such observations of 
biphasic dose-response relationships have changed the general conception of the risk evaluation since 
the stimulation effect of low concentrations may result in the loss of regulation and equilibrium of cel! 
functions, especially in view of bone remodeling 
Given that opposite effects by oxLDL such as stimulation of cell viability and promotion of cel! death 
have been reported in osteoblastic cells, we have characterized the homlesis-Iike effects induced by 
oxLDL in osteoblastic cel!s and focused on the effects of low concentrations of oxLDL on osteobJastic 
functions. 
46 
2.2.3. Materials and methods 
Cell culture 
Human osteoblastic MG-63, SaOS, U2 OS, and murine osteoprogenitor MC3T3 cells (ATCC, 
Rockville, MD, USA) were grown in a 1: 1 mixture of phenol-free DMEM/Ham's F12 medium 
(DMEM/F 12; Sigma, Oakville, Ontario, Canada) for MG-63, in McCoy's medium (Hyclone, Logan, 
UT, USA) for SaOS and U2 OS cells, and in alpha-MEM medium (Sigma, Oakville, Ontario, Canada) 
for MC3T3 cells. Ali media were supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Cansera, 
Etobicoke, Ontario, Canada), L-glutamine (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) and 
penicillin/streptomycin (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada). Cells were cultured in 5% COz at 37 
oC and were harvested weekly with Trypsin-EDTA solution (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada). 
Bone marrow stromal ceUs (BMSC) and primary osteoblasts (mOB) from C57BLl6 mice were isolated 
as described previously (12, 23). Brietly, mice were euthanased according to institution procedure and 
the femur and tibia were removed under aseptic conditions. Bones were broken in haJf and centrifuged 
for the collection of BMSC. Following a short spin, the cell pellets were re-suspended, seeded in 100 
mm dishes (Sarstedt, Montréal, Québec, Canada), and allowed to adhere for two days in alpha-MEM 
medium (osteoblastic differentiation medium) supplemented with 15% FBS. The cells remaining in 
suspensions were washed out and adherent cells were cultured for one to two weeks. For mOB, bone 
fragments were subjected to three consecutive digestions with collagenase A (Sigma) and digested­
fragments were plated with alpha-MEM medium in IOOmm dishes (Sarstedt) until cells outgrowth and 
reach confluence. 
Isolation and modification oflipoproteins 
Lipoprotein particles were isolated from human plasma obtained from Bioreclamation (Hicksville, NY, 
USA). Prior to the isolation, the plasma was adjusted to 0.01% ethylenediamine tetraacetate (EDTA), 
0.02% sodium azide and 10 llM phenylmethyJsulfonylfluoride (PMSF). Human LDL (d = 1.025-1.063 
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g/ml) were prepared as described by Brissette el al. (5). Lipoprotein particles contained no detectable 
amount of apoE as assessed by immunoblotting. 
LDL preparations were dialysed against Tris-buffered saline (TBS) to remove EDTA before oxidation. 
Oxidized LDL particles were prepared as described by Lougheed and Steinbrecher (31). LDL particles 
(200 /-l-g ofprotein/ml in TBS) were incubated with 5 J..lM CUS04 for 20h at 37°C. Oxidation was stopped 
by the addition of EDTA (final concentration of 100 J..lM) and butylated hydroxytoluene (40 flM final) 
and the oxLDL particles were concentrated to 15-20 mg/ml using Centriplus-I 00 ultrafiltration devices 
(Amicon, Oakville, Ont.). Oxidized LDL typically resulted in a 2.S-fold increase in the electrophoretic 
mobility relative to native LDL on 0.5 % agarose/barbital gels. 
MTT reduction assay 
For measurement of cell proliferation or viability, cells were seeded in 96-well plates (Sarstedt). After 
5 days of culture in media containing 10% FBS, the cens were further incubated in DMEM/F 12 
without FBS in the absence or the presence of native LDL, oxidized LDL or oxysterols 7­
ketocholesterol and 7~-hydroxycholesterol (Sigma, Oakville, Ontario, Canada). Two hours prior to the 
end of treatments, the media was replaced with DM EM/F 12 containing 0.5 mg/ml of MTT (Sigma, 
Oakville, Ontario, Canada). Cellular reduction of the tetrazolium ring of MTT resulted in the formation 
of a dark purple water insoluble deposit, the formazan crystals. At the end of the incubation, media 
was aspired and formazan crystals were dissolved in DMSO. Absorbance was measured at 575 nm 
with a spectrophotometer and data was expressed as relative MTT activity corresponding to the ratio of 
absorbance of lipoprotein-treated cells vs control cells incubated with DMEM/F 12 alone. ln certain 
experiments, the cells were pretreated with chloroquine or diphenyleneiodonium (DPI) 1h prior to the 
addition of MTT or 24h with the antixoxidant N-acetylcysteine (NAC) or L-buthionine-(S,R)­
sulfoximine (BSO), an inhibitor of gamma-glutamylcysteine synthetase, prior to treatment with 
oxLDL. Chloroquine diffuses into acidic compartments and becomes protonated, thereby destroying 
the acidic environment and inactivating the acid-dependent lysosomal enzymes. DPI phenylates and 
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inhibits a variety of flavoenzymes, such as the mitochondrial NADH dehydrogenase (complexe 1) and 
the NADPH oxidase. 
Flow eytometry and con/oeal mieroseopy analysis 
For cell division analysis, CarboxyFluorescein Succinimidyl Ester (CFSE, Invitrogen) was used. This 
cell permeable dye is de-esterified by intracellular enzymes creating a charged molecule trapped inside 
the cells. Upon division, daughter cells get half of the fluorescent marker and therefore reduction of 
fluorescence may be used to monitor cell division. CFSE (5 mM stock solution in DMSO) was added 
(final concentration of2 flM) to the cells for 10 min at 37 oc. Labeling was stopped by the addition of 
10% FBS for 15 min. CFSE labeled cells were cultured in vitro under different conditions. Cells were 
therefore trypsinized and analysed by flow cytometry with logarithmic detection of green fluorescence 
(CFSE). For cell counts, internaI calibrator microspheres were added immediately prior to flow 
cytometric analysis. Using the cytofluorometer forward scatter and side scatter parameters, the 
interference of apoptotic cells and debris was excluded. Cell size was determined by the Forward side 
scatter function (SSe). Data were acquired in a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson) using the 
CeU Quest software. 
For the determination of mitochondria mass, the cells were incubated with 200 nM MitoTracker Green 
FM (Invitrogen) in DMEM/F 12 for 30 minutes at 37°C, washed twice, and then analysed by a 
FACScan flow cytometer. This dye accumulates in the mitochondria regardless of the membrane 
potential which allows the quantification of the amount of mitochondria. The mitochondrial membrane 
potential of intact cells was measured by flow cytometry with the lipophilic cationic probe 5,5',6,6'­
tetrachloro-J, 1',3,3'-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide (1C-I; Invitrogen). According to the 
mitochondrial potential, monomeric forms of 1C-I emit green fluorescence upon depolarization 
whereas their aggregation leads to red fluorescent with the hyperpolarization of mitochondria. Hence, 
the red/green fluorescent ratio is a way to measure the polarization, or potential energy of the 
mitochondria. Following treatments, the cells were trypsinized and the cell pellets were resuspended in 
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500 fll of PBS, incubated with 10 flM JC-l for 20 min at 37°C. The cells were subsequently washed 
once with cold PBS, suspended in a total volume of 350 fll and analyzed by flow cytometer. The 
production of intracellular ROS was measured with the fluorescent dye carboxy-methyl 
dichlorofluorescein diacetate (CM-H 2DCF-DA) (lnvitrogen). This probe is non-fluorescent untiJ 
c1eavage by intracellular esterases, and its oxidation by intracellular ROS increases the fluorescence. 
Cells were incubated in culture media with CM-H2DCF-DA for th at a final concentration of 10 flM. 
Thereafter, cells were incubated at 37°C for various periods of time with oxLDL, washed with PBS, 
harvested and analyzed immediately by flow cytometry. For cellular autofluorescence measurements, 
treated ceIls were harvested and analyzed immediately by flow cytometry O,exc at 488 nm and Àem at 
530 and 570 nm). 
For lysosomaJ staining, MG-63 cells were vitally stained with an acridine orange (AO, Sigma) solution 
at 5 flg/ml in complete medium for 30 minutes at 37°C. AO is a lysosomotropic weak base and a 
metachromatic fluorochrome showing at high concentrations red fluorescence and green fluorescence 
at low concentrations. The intensities of red and green AO fluorescence were then examined with a 
laser scanning confocal (Bio-Rad) microscope (Nikon TE300) using a Plan-Apochromatic 60X oil 
N.A. lA objective lens. For NAD(P)H-associated cellular fluorescence, the analysis was performed 
with CCD camera (Àexc at 360 nm and Àem at 460). For the measurements of cellular thiol content, 
cells were incubated in the culture medium or in the presence of oxLDL for 24 h. Thereafter, the cells 
were loaded with CMFDA for 30 min and the fluorescence was examined with a laser scanning 
confocal microscope, and analyzed with ImageJ software. 
Metallothionein expression 
Total RNA from cells was extracted using TriZol (Invitrogen) according to the manufacturer's 
instructions. Reverse transcription (RT) reactions were carried out with Omniscript RT kit (Qiagen, 
Mississauga, Ontario, Canada) using hexamers. PCR amplifications were conducted with Taq PCR 
core kit (Qiagen) using specific primer sets for human metallothionein 1 and 2 (sense, 5' ­
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TGGACCCCAACTGCTCCTGC-3'; antisense, 5'-GCCCTGGGCACACTTGGCAC-3') and for 
human GAPDH (sense, 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'; antisense, 5' ­
TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3 '). Each primer was designed in distinct exons to ensure specifie 
transcript amplification. Briefly, amplifications were carried out for 40 cycles according to incubation 
of 1 min at 94 oC, 30 s at 58 oC and 1 min at 72 oc. Amplification products were resolved in 2% 
agarose gel and revealed by ethidium bromide staining. 
Cell migration 
ln order to investigate the effects of oxLDL on MG-63 cell migration, a wound scratch assay was 
performed. Briefly, the cells were grown to confluent monolayer on 35mm diameter dishes (Sarstedt). 
The monolayers were wounded by scratching the surface as uniformly as possible with a pipette tip. 
This initial wounding and the movement of the cells in the scratched area was photographically 
monitored using the Axiovert Zeiss 200 microscope with a 10x (NAO.25) objective linked to a 
Cooisnap Es CCD camera for 24 hr. This time interval has been chosen because it is shorter than MG­
63 doubling time in these conditions. Four different fields From each sample were considered for 
quantitative estimation of the number of cells that have migrated to the wounded area using image] 
software. The values are expressed as the relative cell migration compared to control condition in the 
culture medium. 
Alkaline phosphatase activity 
Measurement of alkaline phosphatase activity was performed by colorimetric assay of enzyme activity 
as described previously (35). Cell monolayers were washed three times with PHS buffer (0.1 g/I CaCI 2• 
0.2 g/I KCI, 0.2 g/I KH2P04. 0.1 g/l MgCh.6H20, 8 g/I NaCI, 1.44 g/I Na2HP04, pH 7.4) and then 
scraped into assay buffer ([ 00 mM glycine, 1mM MgCI2, 1mM ZnCI2, 1% Triton X-l 00, pH 10.5). 
Assays were perfonned in 96-well plates with 75 /-lI of Iysate mixed with 75 /-lI of the freshly prepared 
colorimetric substrate para-nitrophenyJ phosphate (12 mM; Sigma, Oakviiie, Ontario, Canada) 
solubilized in the assay buffer. The enzymatic reaction was conducted for 1 h at 37 oC and was stopped 
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by adding 100 !-lI of NaOH 0.2N. The optical density of the yellow product para-nitrophenol was 
determined spectrophotometrically at 410 nm. Alkaline phosphatase activity was expressed as para­
nitrophenol produced in nmoV 1h/mg of protein. 
Cellular protein quantification 
Cellular protein contents were quantified by MicroBCA protein assay (Pierce, Rockford, IL, USA) 
using BSA as standard. 
Statistical analysis 
Statistical differences were analysed by an ANOVA or Student t test using the GraphPad Prism3. A 
level of P<0.05 was considered as significant. 
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2.2.4. Results 
Effects ofoxidized LDL on the MTT activity ofMG-63 ceLls. 
The levels of circulating oxLDL have been mentioned as a predictive and sensitive marker of coronary 
artery diseases. Holvoet et al. (17-19) have reported circulating concentrations of oxLDL ranging from 
6-14 Ilglml for the patients showing no risk equivalent for coronary artery disease to 13-75 llg/mJ for 
the patients with prevalence of coronary artery disease. In order to investigate both stimulation and 
inhibition responses corresponding to hormesis and reveal the effects of oxLDL at concentrations 
physiologically relevant, we evaluated the effects of oxLDL by monitoring the MTT activity of 
osteoblastic cells exposed to concentrations ranging from lOto 250 Ilg/ml. The MTT activity was 
determined in various models of human osteoblastic cells (MG-63, SaOS and U2 OS), murine 
osteoblastic MC3T3 cells, primary cultures of murine bone marrow stromal cells (BMSC) and 
osteoblasts from long bones (mOB) incubated with increasing concentrations of oxLDL. As shown in 
the Fig. 1A, oxLDL increased or decreased the MTT activity by osteoblastic cells after 48h of 
incubation according to the concentrations used (ANOY A, P<O.OOO 1). At low concentrations, oxLDL 
increased the MTT activity of ail osteoblastic models (Dunnett's P<O.OO 1 l'rom 10 Ilg/ml), whereas 
higher concentrations led to a reduction of the activity (Dunnett's P<O.OO 1 from 150llglml for MG-63 
and primary cultures of murine osteoblasts, and from 200llg/ml for the other cells). We previously 
reported that high concentrations of oxLDL could cause a decrease in MTT activity which correlated 
to ceU death by apoptosis, corroborated by Annexin Y staining, the loss of lysosome integrity and 
DNA fragmentation (6). In contrast, native LDL increased the MTT activity of MG-63 cells, BMSC 
and mOB after 48h of incubation in a dose-dependent manner (ANOY A, P<O.OOO 1). Native LDL 
particles did not alter the MTT activity of SaOS, U2 OS and MC3T3 cells. As shown in Fig. 1B, 
oxLDL (20llglml) increased the MTT activity (ANOYA, P<O.OO 1), leading to a significant 
augmentation at 9h to 48 h (Dunnett's, P<O.O 1) whereas the MTT activity declined thereafter and was 
not significantly different from con trois at nh. A similar time-dependent decline of MTT activity was 
53 
observed with MC3T3 cells (fig. 1B). As oxLDL induced comparable hormesis-like biphasic 
responses in ail the osteoblastic models analysed, subsequent experiments were perfonned with MG­
63 which was the most responsive ceilline. 
EfJects ofoxysterols on MG-63 cells 
We further evaluated the effects of 7f3-hydroxycholesterol and 7-ketocholesterol, two oxysterols, 
detected in atherosclerotic lesions (7), fonned by the copper-catalyzed oxidation of LDL on the MTT 
activity by MG-63 cells. As shown in fig. 2A, low concentrations of 7f3-hydroxycholesterol (from 5 
IlM) increased the MTT activity after 48 h (Dunnett's, P<0.05) whereas higher concentrations (above 
30IlM) led to a reduction of the activity (Dunnett's, P<O.OO). On the other hand, increasing 
concentrations of 7-ketocholesterol reduced the MTT activity in a dose dependent manner (ANOVA, 
P<O.OO 1) from 20llM (Dunnett's, P<O.OO 1) (fig. 2A). The increase in MTT activity by 713­
hydroxycholesterol was shown to be time dependent (Dunnett's P<O.O 1) and as observed for oxLDL, 
was absent at 72 h (Fig. 28). Lysophosphatidylcholine, another main component of oxLDL, did not 
alter the MTT activity of MG-63 cells (data not shown). 
Effects ofoxidized LDL on cell division ofMG-63 cells 
Given that an increased MTT activity is usually regarded as representative of cell proliferation, the 
effect of nLDL and oxLDL on division was further determined by estimation of total cell counts and 
measurement of the decrease in CfSE fluorescence, associated with cytokinesis. As shown in Fig. 3A 
and B, the number of cells and the relative cell division, determined by the decrease in CFSE 
fluorescence, occurred in the presence of 200llglm) of nLDL which confirms the stimulation of cell 
proliferation by nLDL as suggested by the increased MTT activity. In addition, low concentrations of 
oxLDL (10 and 20f.lglml) also increased significantly the cell number and relative cell division. As 
expected, concentrations of oxLDL from 50 Ilglml significantly reduced the cell number (Dunnett's, 
P<O.O 1) and reduced cell division evaluated by CFSE fluorescence when compared to low cell 
proliferation rate in control condition with the culture medium alone (Fig. 3A and B). It should be 
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noted that cell number with 50 ~g/ml of oxLDL was not different compared to the basal (Basal) 
condition prior to the 48h-period of incubation, which indicates the absence of cell proliferation. 
Furthermore when the relative MTT activity was normalized according to the relative cellular protein 
content (Fig. 3e, ANOVA P<O.OOO J) or cell number (Fig. 3D), a ratio above 1 was revealed for cells 
treated with 20 and 50llg/ml of oxLDL, which argues for a signifïcant discrepancy between the MTT 
activity and cell proliferation at these concentrations. Nevel1heless, for concentrations of oxLDL above 
1001lg/ml, the ratio of MTT activity to cellular protein or cell number was approximately 1 confïrming 
osteoblastic ce" death as we have previously reported (6). Therefore, our results indicate that part of 
the increased MTT activity induced by low concentrations of oxLDL corresponds to cell proliferation 
and that high concentrations of oxLDL induced cell death, which are characteristic of the oxLDL­
induced hormesis-like effect. As a discrepancy between the MTT activity and cell proliferation at low 
concentrations of oxidized LDL was observed, the nature of the increased MTT activity promoted by 
10,20 and 50 Ilg/ml of oxLOL was studied. 
MTT activity and lysosomalJunction 
As oxLDL particles are known to disturb lysosomal function (27) and as MTT activity has been 
associated with an increase in endosome and Iysosome's enzymatic activity (JO), the correspondence 
between oxLDL-induced increased MIT activity and lysosomal activity was evaluated. As shown in 
Fig. 4A, incubation of MG-63 cells with low concentrations of oxLDL for 48 h led to an increase in 
cell autofluorescence, which suggests the presence of undegradable lipofuscinlceroid-like materials. 
The mitochondrial respiratory chain inhibitor sodium azide had no effect on basal or oxLDL-induced 
cellular autofluorescence suggesting that the latter fluorescence may be associated with an 
accumulation of lipofuscinlceroid materiaJ (data not shown). We hypothesized that a compensatory 
increase in cell endosomal/lysosomal activity could account for the increased MTT activity. As shown 
in Fig. 4B, no increase in the cellular content of acidic compartments was revealed in ce Ils incubated 
for 24h with low concentrations of oxLDL foJlowing the staining of acidic organelles with acridine 
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orange. Moreover, the inhibition of Iysosomal function by the addition of chloroquine prior to MTT 
activity assays did not alter the MTT activity of the cells either in the absence or presence of low 
concentrations of oxLOL (Fig. 4B). 
Effects ofoxidized LDL on mitochondrial mass and cell size 
Cellular hypertrophy has been reported in human umbilical vein endothelial cells exposed to oxLOL 
(44) and could account for the discrepancy between the MTT activity due to increased cell volume and 
organelle mass without an increase in ce1l number. Therefore, we evaluated the effect of oxLOL on 
mitochondria mass and cell size. Results in Fig. SA show that low concentrations of oxLOL do not 
increase the mitochondrial mass of MG-63 cells (ANOY A, P=O.1680). Similar results were obtained 
with 7D-hydroxycholesterol (data not shown) and therefore increased mitochondrial mass did not 
account for the increased MTT activity. Moreover oxLOL and 7D-hydroxycholesterol did not affect 
the cell size of MG-63 cells (data not shown). 
Effects ofoxidized LDL on the mitochondrial membrane potential and the production of ROS 
As the increase in the MTT activity of MG-63 cells by oxLOL may results From an imbalance in 
mitochondrial activity, the mitochondria membrane potential was measured using JC-l. As shown in 
Fig. SB, low concentrations of oxLOL increased the mitochondrial membrane potential in MG-63 
cells. For comparison, incubation of MG-63 ce1ls with the known mitochondria uncoupler FCCP was 
associated with mitochondria depolarization as revealed by reduced ratio of red/green fluorescence 
(Fig. SB). As the hyperpolarization of mitochondria has been associated with the production of ROS, 
the levels of ROS in MG-63 cells incubated with low concentrations of oxLOL were further measured. 
As shown in Fig. SC, the experimental concentrations of oxLOL used induced the production of ROS 
in MG-63 cells. Similarly to oxLOL, Jow concentrations of 7~-hydroxycholesterol induced 
mitochondria hyperpolarization (Fig. SB) and the production of ROS (Fig. SC). 
Relationship between ROS levels and MTT activity 
S6 
As part of the intracellular reduction of MTT has been associated with superoxide production (9), we 
determined if the production of ROS induced by oxLDL was associated with the increased MTT 
activity by MG-63 cells. As shown in Fig. 6A, incubation of ce1ls with the antioxidant NAC prior to 
treatments with low concentrations of oxLDL did not prevent the increase in MTT activity. Moreover, 
depletion of cellular ROS scavenger glutathione by incubation with L-buthionine-(S,R)-sulfoximine 
(BSO), which increased basal and oxLDL-induced ROS levels (Fig. 6C), did not alter the basal MTT 
activity nor further increase the MTT activity induced by oxLDL in MG-63 cells (Fig. 6B), but rather 
reduced the MTT activity induced by oxLDL (two-way ANOY A, P<O.OO 1). 
Involvement offlavoenzyme and NAD(P)H on MTT activity 
Both mitochondrial and non mitochondrial NAD(P)H- and flavoenzyme-dependent MTT activity have 
been reported (30). Therefore we hypothesized that the effecl of oxLDL on MTT activity by MG-63 
cells was associated with flavoenzyme activity and cellular NAD(P)H levels. As shown in Fig. 7A, the 
addition of flavoenzyme inhibitor DPI for 3 h reduced both basal (ANOYA, P<0.003; Dunnett's 
P<O.OS from IOJlM) and oxLDL-induced MTT activity (ANOYA, P<O.OOO 1; Dunnett's P<O.O 1 from S 
to 60 JlM) in a dose dependent manner. Therefore, our results indicate that DPI reduced in a 
comparable manner the MTT activity both in control cells as weil as in ce Ils treated with oxLDL, 
which suggests that the latter increase the flavoenzyme activity. Moreover, NAD(P)H-associated 
cellular fluorescence was also increases by oxLDL (Fig. 7B) and the fluorescence specificity for 
NAD(P)H was demonstrated by the reduction of fluorescence with FCCP which promotes NADH 
oxidation. 
Effect ofoxLDL on the cellular amount ofthiol containing proteins 
As oxidative stress was shown to be induced by oxLDL in MG-63 ceJls (Fig. SC), we postulated that 
mechanisms involving thiol-containing ROS scavenger proteins may be associated with the 
maintenance of cellular redox state. Members of the thiol-containing family of proteins undergo 
reversible oxidationlreduction catalyzed by proteins of the NADPH-dependent thioredoxin-fold family 
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and thereby, contribute to maintain the redox state of cells (4). As shown in Fig. 8A, thiol content 
monitored by CMFDA fluorescence measurement was decreased in MG-63 cells following incubation 
with oxLDL, which indicates increased oxidation of thiol-containing proteins. Moreover, the 
expression of thiol-containing metallothionein (MT) in cells exposed to oxLDL was increased by 2.5­
fold (Fig. 8A)which further suggests the induction of processes, as the convertion of NADP+ to 
NADPH by the pentose-phosphate pathway, in order to maintain the redox state of ce Ils. 
The effects of low concentrations ofoxLDL on osteoblastic functions 
ln order to determine the significance of the effects of low concentrations of oxLDL with respect to 
bone metabolism, we monitored osteoblastic functions under conditions of incubation with low 
concentrations of oxLDL. As exposure to oxLDL has been associated with increased osteoblastic 
proliferation with a concomitant reduction of differentiation (39), we determined the alkaline 
phosphatase activity in MG-63 cells exposed for 48 h to low concentrations of oxLDL. As shown in 
Fig. 9A, the treatment of MG-63 cells with low concentrations of oxLDL reduced the alkaline 
phosphatase activity indicating that osteoblastic functions are altered by low concentrations of oxLDL. 
ln addition, we observed that 50 llg/m1 of oxLDL reduced the basal migration of MG-63 cells whereas 
the same concentration of nLDL increased by 2.5-fold the migration (Fig. 98). 
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2.2.5. Discussion 
Determination ofhormesis-like effects induced by oxLDL and oxysterol 
Incubation of osteoblastic cell lines with increasing concentrations of oxLDL and 7~­
hydroxycholesterol, an oxysterol usually formed during copper-mediated LDL oxidation, resulted in 
biphasic MTT activity dose-responses. Such a non-monotonic dose-response relationship agrees with 
the qualitative characteristic of hormesis where low concentrations of a stressful stimulus trigger a 
stimulatory response, whereas an inhibitory response occurs at high concentrations (10). Furthermore, 
quantitative features of hormesis as established by Calabrese and Baldwin (9) were also observed: the 
average maximum amplitude of the stimulatory response was between 130-160% of the control, and 
the range of the hormetic zone was lOto 20-fold. Moreover, the increase in MTT activity induced by 
oxLDL was time-dependent with a significant augmentation observed at 9h of incubation, a maximal 
effect occuITing at 48 h that was not evident at 72h. Therefore, we show for the first time that oxLDL 
and 7~-hydroxycholesterol induce hormesis-like effects in osteoblastic cells. Similar dose- and time­
dependent induction of biphasic MTT activity responses by oxLDL have been reported in macrophage 
cells (16) according to their degree of oxidation. Moreover, similar hormesis-like responses of MTT 
activity and time-dependent responses have been shown for marrow stromal cells incubated with 
oxysterol cholestane-3b,5a,6b-triol (29). 
Both direct stimulation hormesis (DSH) and overcompensation stimulation hormesis (OCSH) have 
been described with distinct temporal features (J 0). A disruption of homeostasis characterized as an 
initial reduction of end-point function monitored, a modest overcompensation, the reestablishment of 
homeostasis, and the adaptive nature of the process, are ail key conceptual features of OCSH. [n 
contrast, DSH does not result from a disrupted homeostasis but represents a direct stimulatory response 
to initial stimuli, operating within normal maintenance functions without initial reduction of end-point 
function. [n the CUITent study, MTT activity was the endpoint function monitored and did not show any 
initial reduction from 4 h. Therefore, our results more likely correspond to DSH. 
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Correspondence ofMTT activity with cell proLiferation and death 
As the stimulatory MTT response triggered by low concentrations of oxLDL seems at a fïrst glance 
associated cell proliferation, we further determined the correspondence of the increased MTT activity 
with cell division. Our results indicate that part of the increase in MTT activity reflects a stimulation of 
osteoblastic cell proliferation by low concentrations of oxLDL. Accordingly, Parhami et al (39) have 
reported that minimally oxidized LDL particles promote cell proliferation and inhibit the 
differentiation of MC3T3 bone cells based on evidence of increased eH]-thymidine incorporation and 
inhibition of the induction of alkaline phosphatase as a marker for osteoblastic differentiation. On the 
other hand, our data affords arguments that suggest potential discrepancies between the increased MTT 
activity and cell proliferation of MG-63 cells. First, a signifïcant increase in MTT activity was seen as 
soon as 9h after the addition of oxLDL to the incubation media. Under high ce)] proliferation rate in 
the presence of serum, MG-63 cells rather showed a doubling time of 28h (22). Therefore, completion 
of cell cycle which would be associated with increased cell number and MTT activity within 9h is 
unlikely. Moreover, a ratio above 1 was shown when the relative MTT activity was normalized by 
relative cell number or cellular protein content. Therefore, part of the increased MTT activity by 
osteoblastic cells incubated with oxLDL was of another nature. 
Our data also indicates that high concentrations of oxLDL particles promote an inhibitory response 
evidenced by the reduction of MG-63 cell viability, indicated by the 10ss of MTT activity and the 
reduction of cell number. Accordingly, we (6) and others (20, 29) have reported that oxLDL particles 
induce the apoptosis of osteoblastic cells followed by annexin V staining, DNA fragmentation, loss of 
lysosomal integrity and appearance of pro-apoptotic proteins. Furthermore, increasing concentrations 
of oxysterols such as 7~-hydroxycholesterol and 7-ketocholesterol resulted in the reduction of MG-63 
cell viability (from 20-30 ~M) as indicated by the loss of MTT activity after 48 h of incubation. Our 
results agree with studies of Liu et al. (29), which showed that concentrations above 15 ~M of 
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oxysterol cholestane-3 b,5a,6b-triol promote cel! death of primary rat bone marrow cells after 2 days of 
culture. 
Oxidized LDL and lysosome activity 
Given that a discrepancy was shown between MTT activity and cell proliferation for osteoblastic cells 
incubated with oxLDL, we further characterized the nature of the oxLDL-induced increase in MTT 
activity. Inhibition of lysosomal activity by chloroquine and acidic compartment staining with acridine 
orange indicated that the increased osteoblastic MTT activity induced by oxLDL was not associated 
with enhanced endosomal/lysosomaJ activity. Nevertheless, we observed that incubation of MG-63 
cells with low concentrations of oxLDL was associated with an increase in cel! autofluorescence, 
which suggest the presence of lipofuscinlceroid-like materials. Lipofuscinlceroid formation results 
from the progressive accumulation of biological "garbage" material, such as defective mitochondria, 
cytoplasmic protein aggregates as an intralysosomal undegradable material, with bright, wide­
spectrum autofluorescence (8). It has been shown that after their uptake into macrophage lysosomes by 
receptor-mediated endocytosis, oxLDL particles are poorly degraded, resulting in ceroid-containing 
foam cells (27). Moreover, oxLDL-induced cytotoxicity in macrophages (26) and in osteoblasts (6) has 
been associated with lysosomaJ rupture. Our results suggest for the first time that oxLDL particles may 
promote lipofuscin/ceroid accumulation in osteoblastic cells. 
Effects ofoxidized LDL on mitochondria ofosteoblastic cells 
We suspected that the increase in MTT activity could correspond to increased mitochondrial mass or 
metabolic activity. Such an increase in mitochondrial mass under oxidative stress conditions has been 
reported (24, 25). However our results showed that the mitochondrial mass was not increased by 
oxLOL and therefore cannot account for the oxLDL-induced increase in MTT activity. However, low 
concentrations of oxLDL induced mitochondrial membrane hyperpolarization in osteoblastic cel!s as 
has been reported in Caco-2 intestinal cells exposed to oxLOL (15). Mitochondrial hyperpolarization 
has been described as an early apoptotic event (34), and has been associated with an exponential 
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increase in ROS production (21), being a major contributor to the oxidative signal induced by oxLDL 
(53). Accordingly, our results indicate that oxLDL particles stimulate the production of ROS in MG-63 
cells. Therefore, mitochondrial hyperpolarization induced by low concentrations of oxLDL in 
osteoblastic cells may be part of the horrnesis stimu latory response necessary to compensate and 
maintain the cellular metabolic homeostasis, disrupted by the stressful stimulus. However a higher 
metabolic rate is also associated with the production of ROS, which may subsequently culminate in 
apoptosis. Since MTT activity has been associated with cellular superoxide production (9), the oxLDL­
induced ROS production cou Id result in the augmentation of MTT activity. However, the use of 
antioxidant NAC or BSO did not modif)t the oxLDL-induced increase in MIT activity in osteoblastic 
cells, suggesting that the increase in MTT activity is not associated with intracellular ROS levels. 
Association of the increased MTT activity with NAD(P)H-dependent mechanisms for tlte reduction 
ofceLJular thiols 
As we report that ox.LDL particles promote the production of ROS in osteoblastic cells, we suspected 
that pathways involved in ROS scavenging, such as thiol proteins, may be triggered. Accordingly, the 
cellular content of reduced thiol was decreased by exposure to oxLDL and the expression of thiol­
containing metallothionein was increased. Moreover, the depletion of cellular ROS scavenger 
glutathione by incubation with BSO increased the levels of ROS induced by oxLDL and reduced the 
MTT activity induced by oxLDL suggesting that under these conditions the levels of ROS may not be 
regulated, which leads to an accentuation of loss of cell viability. Flavoenzymes use flavin as 
coenzyme in a variety of electron transfer reactions required for energy production, biosynthesis, and 
more particularly in detoxification and electron scavenging pathways. Key flavoenzymes in defence 
against oxidative stress are members of the thioredoxin-fold family of proteins (thioredoxin and 
glutaredoxin), which catalyze the NADPH-dependent reduction of protein thiols in order to maintain 
the redox state of cells. Our results showed that oxLDL particles increase NAD(P)H cellular 
fluorescence. We also reported that the increased MTT activity induced by oxLDL was inhibited by 
the flavoenzyme inhibitor DPI. Therefore, the stimulation in MTT activity induced by oxLDL in 
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osteoblastic cells may correspond to an increase in compensatory mechanisms implicated In the 
maintenance of a reduced state of cellular thiols. 
OxLDL-induced hormesis in oSleoblastic cells and bone melabolism 
As shown by our results, induction of a hormesis-like response by oxLDL in osteobJastic cells is 
associated with the stimulation of cell proliferation and ROS production by low concentrations of 
oxLDL. It is generally accepted that the stimulation of osteoblastic proliferation may compromise their 
differentiation into competent bone-forming cells (28, 38, 39). In accordance, our results indicate that 
low concentrations of oxLDL reduced the alkaline phosphatase activity, a marker of osteoblastic 
maturity. In addition, we showed that oxLDL compromised the migration of osteoblastic cells. Both 
functions have been shown to play a critical role in bone formation, remodeling and fracture repair 
(45). Therefore, our current study indicates that low concentrations of oxLDL may alter the bone 
metabolism by reducing osteoblastic differentiation in favour of uncontrolled cell prol iferation and by 
affecting cell migration. On the other hand, high concentrations of oxLDL cause osteoblastic cel! death 
that will result in reduced bone formation. In summary, our results indicate that oxLDL particles alter 
osteoblastic ceJl proliferation, migration and apoptosis rate, and thereby may contribute to alteration of 
bone metabolism equilibrium and may be responsibJe for the reduction of bone mass associated with 
atherogenic conditions. 
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2.2.6. Figure legends 
Fig. 1.	 Effects of oxidized LDL on MTT activity by osteoblastic cells. (A) Cells were incubated 
for 48h with increasing concentrations of native LDL, oxLDL or culture medium. MTT 
activity was determined as described in the Material and methods section. B) Cells were 
incubated for different time intervals with 20 ~g/ml of oxLDL and the MTT activity was 
determined. Data are expressed as the relative MTT activity (mean ± SEM) compared to 
control conditions without lipoprotein from at least 3 independent experiments performed in 
tetraplicate. 
Fig. 2.	 Effects of oxysterols on MG-63 ceIls. A) Cells were incubated for 48 h with increasing 
concentrations of 7~-hydroxycholesterol or 7-ketocholesterol and MTT activity was 
determined. B) Cells were incubated for different intervals of time with IO~M of 7­
ketocholesterol (7-ketoChol) or 7~-hydroxycholesterol (70HChol) and the MTT activity was 
determined. Data are expressed as the relative MTT activity (mean ± SEM) compared to 
control conditions without oxysterol from at least 3 independent experiments performed in 
triplicate. 
Fig. 3.	 Effects of oxidized LDL on cell division of MG-63. Cells were incubated either with 
200i-lg/mi of nLDL, various concentrations (~g/mJ) of oxLDL or in culture medium (0 ~g/ml) 
for 48h. Thereafter, cell numbers (A) were determined by f10w cytometer and cell division 
(B) was followed by the decrease in CFSE fluorescence as described in the Material and 
Methods section. Data represent means ± SEM for 6 to 8 independent experiments expressed 
as the relative cell numbers compared to control condition or the relative cell division (1 Iratio 
of CFSE fluorescence of treated vs control cells). Basal cell number prior to the 48h 
f fiincubation period is shown. One-way ANOYA, Dunnett's: P<O.OS and P<O.O 1 for 
significant reduction compared to the control condition without lipoprotein, *p<O.OS and 
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**P<O.O 1 for significant increase compared to the control condition without Iipoprotein; Two­
tailed Student t test: I/p<O.O l, significant increase compared to the control condition without 
lipoprotein. C and D) Relative MTT activities were normalized according to relative cellular 
prote in content or relative cell number respectively. Data are the mean ± SEM From at least 3 
independent experiments. One-way ANOY A, Dunnett's: *P<0.05 and **P<O.O 1 for 
significant increase compared to the control condition without lipoprotein. 
Fig. 4.	 Determination of lysosomal-dependent MTT activity. A) Cells were incubated in culture 
medium (CTL) or with 20llg/ml of oxLDL for 48h. Left panel shows representative cellular 
autofluorescence monitored as described in the Materials and methods section with the 
corresponding phase contrast image. RighI panel: Data are expressed as the mean ± SEM of 
the relative autofluorescence compared to control condition .From at least 3 independent 
experiments. One-way ANOYA, Dunnett's: *P<O.OS, **P<O.OI, ***P<O.OOI compared to 
control condition without lipoprotein. B) Cells were incubated in culture medium (CTL) or 
with 20Ilg/ml of oxLDL for 48h and acridine orange staining was performed (Ieft panel: 
representative image). RighI panel: CeIls were incubated in culture medium (0 Ilg/ml) or with 
20Ilg/ml of oxLDL for 24h. Cells were preincubated with increasing concentrations (IlM) of 
chloroquine for 1h and MTT activity was determined thereafter as described in the Materials 
and methods section. Data are expressed as the mean ± SEM of the relative MTT activity 
compared to control condition without lipoprotein .From at least 3 independent experiments. 
Two-tailed Student t test: **P<O.O l, ***P<O.OO 1 compared to control condition without 
lipoprotein. 
Fig. 5.	 Effects of oxidized LDL on mitochondria mass, membrane potential and ROS 
production in MG-63 cells. A) CeUs were incubated in culture medium (0 Ilg/ml)), 
200Ilg/ml of nLDL or increasing concentrations (Ilg/m\) of oxLDL for 48h. Thereafter cells 
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were analysed by flow cytometry for detennination of the mitochondria mass using the 
MitoTracker green. Data are the mean ± SEM expressed as the relative mitochondria mass 
compared to control condition from S individual experiments. (B) Cells were incubated with 
200flglml of nLDL, with various concentrations of oxLDL (flglml) or 7~-hydroxycholesterol 
(7pOHChol, flM), or in culture medium (Oflglml) for 24 h and measurement of mitochondria 
membrane potential by JC-l was performed as described in the Material and methods section. 
Incubation for 30 min with FCCP (SflM) was used as positive control for mitochondria 
membrane depolarisation. Data are the mean ± SEM expressed as the relative JC-l red vs 
green fluorescence ratio from at least 3 individual experiments. One-way ANOY A, 
Dunnett's: *P<O.OS, **P<O.O 1 for increased ratio compared to control condition; Two-tailed 
Student t test: f.p<O.OS for reduced ratio compared to control condition. C) Lefl: Cells were 
incubated with 200flglml of nLDL, with various concentrations of oxLDL (flglml) or 10 flM 
7~-hydroxycholesterol (7pOHChol), or in culture medium (Oflglml) for l, 3 and 24 h and the 
ROS levels were determined by CM-H2DCF-DA fluorescence. Data are the mean ± SEM 
expressed as the relative fluorescence vs control condition from at least 3 individual 
experiments. *P<O.OS, one-way ANOYA, Dunnett's compared to control condition; 
**P<O.Ol, ***P<O.OO l, two-tailed Student t test compared to control condition. RighI: 
representative data of CM-H2 DCF-DA fluorescence (FLI-H) for cells incubated in culture 
medium (CTL) or with 20)lg/ml ofoxLDL for lh. 
Fig. 6.	 Relationship between MTT activity and the intracellular levels of ROS. A and B) Cells 
were incubated for 24h with 1mM NAC or 10 fl.M BSO prior to treatrnents with 10, 20 and 
SO)lg/ml of oxLDL or in culture medium (Ofl.g/ml) in the presence of NAC or BSO for 48h. 
MTT activity was determined as described in the Material and methods section. The data is 
expressed as the ratio of MTT activity compared to control conditions (mean ± SEM) from at 
least 3 independent experiments perfonned in triplicate. One-way ANOY A, Dunnett's: 
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***P<O.OO 1 compared to the corresponding conditions without lipoprotein. C) CeUs were 
incubated for 24 h without (CTL) or with 1O~M BSO prior to treatments without (0 ~glml) or 
with various concentrations (~glml) of oxLDL for 1 and 3h. The ROS levels were determined 
by CM-H2DCF-DA fluorescence as described in Materials and methods section. Data 
represents means ± SEM expressed as the relative fluorescence vs control condition from at 
least 3 individual experiments. Two-tailed Student t test: *P<O.O l compared to control 
condition without BSO, One-way ANOVA, Dunnett's: flfIp<O.O 1 compared to condition 
without 1ipoprotein. 
Fig. 7.	 Association of tlavoenzymes and NAD(P)H with MTT activity. A) Cells were incubated 
without (0 ~glml) or with various concentrations of oxLDL for 24 h. Subsequently, cells were 
preincubated with increasing concentrations (/-lM) of the flavoenzyme inhibitor DPI for 1h 
and thereafter MTT activity was determined as described in the Materials and methods 
section. Data are expressed as means ± SEM of the relative MTT activity compared to the 
control condition without lipoprotein from at least 3 independent experiments. Two-tailed 
Student t test: ***P<O.OOJ compared to the control condition without lipoprotein. B) CeUs 
were incubated in culture medium (CTL) or with 10 or 20 /-lg/ml of oxLDL for 48 h. Images 
are representative NAD(P)H-associated fluorescence analysed as described in the Materials 
and methods section. Incubation with 5~M FCCP for 40 min prior to analysis of fluorescence 
was performed to determine the fluorescence specificity for NAD(P)H. 
Fig. 8.	 Evaluation of the content of thiol-containing proteins in cells exposed to oxLDL. A) Cells 
were incubated in culture medium (CTL) or in the presence of 200 ~glml nLDL or 20 /-lglml 
oxLDL for 24 h. Thereafter, cells were loaded with CMFDA and the fluorescence was 
analysed by confocal microscopy and values are expressed as means ± SEM of the relative 
CMFDA fluorescence compared to values of the control condition from at least 3 independent 
experiments. Two-tailed Student t test: **P<O.O 1 compared to the control condition. B) CeUs 
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were incubated in culture medium (CTL) or in the presence of 20 ~g/ml oxLDL for 24 h. 
Total RNA was isolated and subjected to RT-PCR using specific primers for human 
metallothionein 1/2 (MT) and GAPDH. Densitometric determinations were analysed and 
expressed as the relative MT expression normalized against GAPDH expression when 
compared to the control condition of 3 independent experiments. Two-tailed Student t test: 
*P<0.05. 
Fig. 9. Effect of low concentrations of oxLDL on osteoblastic functions. A) Cells were incubated in 
culture medium (CTL) or in the presence of nLDL or oxLDL for 48 h. Then, measurements of 
alkaline phosphatase activity (ALPase) by cellular protein extracts were performed as described 
in the Materials and Methods section. The data are expressed as means ± SEM of the relative 
ALPase compared to the control condition of 3 independent experiments. Two-tailed Student t 
test: **P<O.O 1 compared to the control condition. B) Cells were grown to confluent mono layer 
and were wounded by scratching the surface. This initial wounding (0 h) and the movement of 
the cells in the scratched area after 24 h were photographicaJly monitored. The number of cells 
that have migrated to the wounded area was determined using imageJ software. The values are 
expressed as means ± SEM of the relative cell migration compared to control condition in the 
culture medium of 3 independent experiments. Two-tailed Student t test: **P<O.O l, significant 
increase compared to the control condition; f p<0.05, significant reduction compared to the 
control condition. 
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2.2.7. Figures 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 
A c:::::::J without NAC 
c:::::::Jwith NAC 
~ 
':; 
:0:; 
2.0 
*** 
*** *** 
(J 
ca 1.5 ~ 
..::r:. 
l-
I ­
::!: 1.0 
-=­dl 
>:w 0.5 
ca 
Qi 
0::: 0.0 
o 10 20 50 
oxLDL (lJg/ml) 
B 
~3 ~ without BSO
.:; E:5I with BSO
:w (J *** 
ca *** 
1- 2 *** 
::!: f- ­ f-=­
1- r~dl 
.~ ~
-
1 
ca 
Qi 
0::: 
o 1 1 
o 10 20 50 
oxLOL (lJg/ml) 
c 
4 1h ##oC( 
- ­o LJ3h ## 
1 
LL 
= () dl 3 
0(.) ,I 
N c: ** ,I 
:I: 41 = 
1 (.) 
~ :fl2 
--
II ~ () 0 
~ ~ 1;; .... 
lI:l 
41 ! 
lX: 
o 
CTL 0 10 20 50 (lJg/ml) 
oxLDL 
BSO 
82 
FIGURE 7 
i< c::::::J without oxLDL i< 
i< (=:J with oxLDL 
o	 5 10 20 40 GO 
DPI (JJM) 
B 
CTL 1OlJg/m 1oxLDL 
20IJg/mi oxLDL FCCP 
83 
FIGURE 8 
A 
CTL 20 IJg/ml oxLDL 
« 1.5
 
C al
 
U. 0 
---,­~ ~ 1.0 
** 
al III	 -.---­
> l!:! 
:.;::; 00.5 
C'll ::J Qi;:;:: 
0: 
0.0	 1 
CTL 200 20 (Ilg/ml) 
nLDL oxLDL 
B
 
CTL oxLDL
 
s:::: 
.~ 4 
VI 
MT	 VI Q)	 * :5.. 3 
><Q) 
1- 2 
:iE 
~ 1 
:;:;GAPDH	 III 
Qi 0@] 
0:: CTL 20 ~g/ml 
oxLDL 
84 
FIGURE 9 
A ?:'
'>
.. 
u 
co 
QI 
1.25 
1.00 
** 
/Il
co 
Q.. 0.75 
-! 
« 
QI 
>
.. 
0.50 
co 
Qi
0:: 
0.25 
0.00 
CTL 200 20 50 (~g/ml) 
-! ...J 
Cl Cl 
-! -! 
c: )( 
o 
B 
0 24 h 
....~./ .. -:.~ .;'~~~~..­ ::::;- . 
CTL 
~: 
.~ 
.. 
20 ~g/ml 
oxLDL 
50 ~g/ml 
oxLDL 
50 ~g/ml 
nLDL 
t: 
0 
+:i ** 
C'lJ
... 
0) 3 
E 
Qi
(,) 
2 
Q) 
> 
+:i 
1 
C'lJ 
Q)
a:: 
a 
CTL 50 20 50 (~g/ml) 
nLDL oxLDL 
85 
2.3. Résultats complémentaires 
2.3.1. Matériel et méthodes 
Le degré d'oxydation des LDL utilisées dans les traitements cellulaires a été vérifié par 
électrophorèse sur gel d'agarose selon Davidsohn et al. (1974). Brièvement, 35 !-tl 
d'échantillons contenant 0.5 !-tg de lipoprotéines ont été appliquées dans les puits du gel. 
L'électrophorèse est de 30 minutes à 23 oc à 80 volts et est effectuée avec l'appareil SAS-II 
Plus de Helena HP system. Les lipoprotéines sont ensuite révélées avec le colorant rouge Fat 
Red 7B dissout dans le méthanol. Finalement une image numérique du gel a été analysée avec 
le logiciel QuickScan 2000 WIN, Version 2,01, ©2004, qui détermine le degré d'oxydation en 
fonction de la vitesse de migration des particules de lipoprotéines par rapport au standard 
lipoprol, qui provient de sérum humain lyophilisé et reconstitué avec 1 ml d'eau purifiée. 
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2.3.2. Résultats 
Dans le but de valider l'approche expérimentale de l'article, nous avons effectué des essais 
additionnels, présentés dans les pages suivantes comme résultats complémentaires. De plus, 
les particules de LDL moyennement oxydées sont connues pour induire la prolifération des 
YMSC (Harris-Hooker et aL, 1992; Rao et Bradford, 1992; Watanabe et aL, 2001). Les 
données montrées dans la section résultats complémentaires permettent de comparer l'effet 
des mox-LDL sur les cellules ostéoblastiques avec celui des hox-LDL utilisées dans l'article 
et de vérifier si elles provoquent une prolifération cellulaire. Contrairement aux hox-LDL, les 
mox-LDL n'ont pas un effet hormésique et ne provoquent pas la prolifération des cellules 
MG-63, ce qui démontre l'importance de vérifier et connaître le degré d'oxydation des 
particules de LDL. Enfin, la section résultats complémentaires offre des pistes de réflexion 
concernant l'origine de l'effet des particules sur les cellules ostéoblastiques en démontrant 
l'expression de la flavoenzyme NADPH oxydase 4 par les cellules MG-63. En effet, cette 
enzyme est activée en présence de LDL oxydées chez différents modèles vasculaires (Galle et 
al., 2001; Thum et Borlak, 2004; Chow et al., 2007), ce qui la positionne comme élément 
potentiellement impliqué dans la stimulation de l'activité MTT des ostéoblastes en présence 
de LDL oxydés, tel que présenté dans l'article. 
Les nLDL sont graduellement oxydées en LDL oxydées minimalement (mm-LDL), en LDL 
moyennement oxydées (mox-LDL), puis en LDL fortement oxydées (hox-LDL, appelées 
oxLDL dans l'article) dans les plaques athérosclérotiques, et après une incubation in vitro 
avec le cuivre (Takei et aL, 2001; Witztum, 1991). Il en résu Ite une altération des 
composantes de la particule. Entre autres, une augmentation du contenu en peroxydes dérivés 
des esters de cholestérols et de phosphatidylcholine est retrouvée (Kontush et al., 2003). 
La migration périodique des échantillons de lipoprotéines nous a permis de vérifier l'état 
d'oxydation des particules. L'utilisation de l'appareil électrophorétique SAS-ll Plus permet 
de comparer chaque échantillon à un standard (figure SI A, courbe vide). Ainsi, plus la 
particule est oxydée, plus elle est chargée négativement, ce qui accroît sa migration vers la 
cathode (Kontush et al., 2003). Les mox-LDL sont connues pour migrer environ deux fois 
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plus rapidement que les nLDL (Kontush et al., 2003), ce que nous confirmons avec nos 
échantillons. Les LDL à la figure S1 sont représentatives de celles utilisées Jors des 
expériences sur les cellules ostéoblastiques. Nos essais de migration des particules ont 
confirmés que leur altération dans le temps était négligeable et que les particules utilisées 
possèdent les caractéristiques retrouvées dans la littérature. Nous sommes ainsi en mesure 
d'affirmer que notre matériel de travail est authentique et qu'il existe une différence 
d'oxydation marquée entre les espèces de LDL utilisées. Un pic à gauche de la population 
principale de LDL # 248 apparaît sur la figure SI A. Il correspond à un début d'oxydation 
des nLDL, formant une sous-population faiblement oxydée. Dans ce cas, la proportion de la 
sous-population de LDL correspond à 5,74 % de l'échantillon total. À ce pourcentage, la 
proportion se situe en deçà de l'écart-type de l'essai MTT qui varie en fonction de la 
concentration de nLDL entre 6 et 18 % des valeurs compilées pour 48 h d'incubations avec 
les MG-63 (article, figure 1). Nous pouvons affirmer que l'effet de la sous-population 
demeure négligeable. Il en est de même pour les mox-LDL, dont une sous-population de hox­
LDL est présente à 2 %. 
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nLDL # 248 max LDL #238 
B. nLDL mox-LDL hox-LDL 
hax LDL # 236 
Fig. SI. Électrophorèse des LDL utilisées. Le degré d'oxydation des LDL utilisées dans les 
traitements cellulaires a été vérifié par leur vitesse de migration sur gel à ('aide de l'appareil 
électrophorétique SAS-lI Plus. (A) Le profil de migration de 0.5 Ilg/ml de lipoprotéines est 
représenté graphiquement de gauche à droite et (8) sur gel de haut en bas. 
Nos résultats de l'article indiquent que l'effet des hox-LDL diffère des nLDL au niveau de 
l'activité réductrice cellulaire et du nombre de cellules ostéoblastiques MG-63 en présence 
des mêmes concentrations. En effet, la réponse proliférative des MG-63 avec les nLDL 
corrèle avec J'activité MTT et ne chute pas à fortes concentrations, contrairement aux hox­
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LDL. Ainsi, l'oxydation des particules inf1uence leur effet. Afin de vérifier si le degré 
d'oxydation des LDL inf1uence la réponse cellulaire, nous avons incubés les cellules MG-63 
avec des LDL moyennement oxydées (mox-LDL). 
À faible concentration de mox-LDL (10, 20 et SO ~glml), nous obtenons une stimulation de 
l'activité MTT moyenne allant de 127 à 162 % du contrôle, proportion correspondant à 
l'hormèse (entre 1,3 et 1,6 fois le contrôle) (figure S2). Toutefois, la fourchette de 
concentration engendrant une stimulation dépasse celle des hox-LDL. En effet, une 
stimulation significative est atteinte de 10 Ilglml à 200 Ilglml, ce qui dépasse la zone 
hormétique de facteur 10 obtenue avec les hox-LDL sur différents modèles cellulaires. En 
plus, la chute d'activité MTT à 2S0 ~glml n'est pas inférieure au contrôle. Il n'y a donc pas 
d'inhibition de la stimulation à fortes concentrations. Ainsi, l'effet des mox-LDL sur 
['activité MTT des MG-63 ne possède pas le profil biphasique typique de l'hormèse. 
La courbe d'activité MTT en présence de mox-LDL est à mi-chemin entre celle des nLDL et 
des oxLDL. Tout comme les hox-LDL, [a stimulation par les mox-LDL est plus forte qu'avec 
les nLDL (Test de T : P<O,OS à SO ~glml) et est significativement supérieure au contrôle à 
plus faibles concentrations que [es nLDL (P<O,OS pour mox- et hox-LDL dès 10 ~glml). En 
effet, les nLDL ne provoquent une augmentation significative que seulement à partir de SO 
~glml (ANOVA : P<O,OS). Différemment des hox-LDL, la concentration doit atteindre 2S0 
~glml de mox-LDL afin qu'il n'y ait plus de différence significative entre l'activité MTT des 
cellules traitées et les cellules sans lipoprotéine (milieu seul). Cet état est obtenu à 100 Ilglml 
avec les hox-LDL. Toutefois, il n'est possible de citer qu'une légère tendance à la diminution 
de la stimulation, et non une perte, tel qu'obtenue avec les hox-LDL. En effet, il n'y a pas de 
différence significative entre le maximum et le minimum de stimulation de l'activité MTT 
induite respectivement par 100 ~glml et 2S0 Ilglml de mox-LDL (T test P>O,OS), 
contrairement aux hox-LDL avec lesquelles une différence significative est obtenue entre 20 
~glml et 100 ~glml. 
11 n'y a donc qu'une légère diminution sans inhibition ou même perte d'activité MIT avec les 
mox-LDL, excluant l'hormèse. Cette diminution est plus faible et initiée à plus hautes 
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concentrations qu'avec les hox-LDL. Les mox-LDL induisent une réponse davantage 
similaire aux nLDL qu'aux hox-LDL, considérant l'absence de perte de viabi lité à fortes 
concentrations. Ce résultat, conjointement à la littérature selon laquelle les mox-LDL 
provoquent la prolifération des VMSC (Harris-Hooker et al., 1992; Rao et Bradford, 1992; 
Watanabe et al., 2001) nous a mené à poser l'hypothèse selon laquelle elles provoquent une 
augmentation du nombre de cellules chez les MG-63. Ainsi, nous avons par la suite vérifié de 
quelle façon les mox-LDL affectent la prolifération cellulaire. 
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Fig. S2. Effet de concentrations croissantes de mox-LDL sur l'activité MTT des cellules 
ostéoblastiques MG-63. L'activité de réduction du MTT par les cellules pré-ostéoblastiques 
MG-63 a été mesurée (voir section Matériel et méthodes de l'article) suite à une incubation 
de 48 heures avec des concentrations croissantes de mox-LDL. Les données représentent la 
moyenne ± SEM comparée à une condition sans lipoprotéine (milieu DMEM/F12 seul) d'au 
moins 3 expériences indépendantes en triplicatas. ANOVA P<O.OOl, Post-test Dunnet: 
*P<0.05, ** P<O.O 1, supérieur au CTL, % pas de différence significative avec le contrôle 
sans lipoprotéine. 
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Contrairement aux nLOL et aux hox-LOL, les mox-LOL n'induisent pas de prolifération 
cellulaire (figure S3). En effet, Je nombre de cellules en présence de 20, 50 et 100 Ilg/ml de 
mox-LOL pendant 48 heures n'est pas significativement différent du contrôle (milieu de 
culture sans lipoprotéine). De plus, à des concentrations de 150 et 200 Ilg/ml il y a moins de 
cellules (ANOVA P<0.05). Tout comme les hox-LOL, le nombre de cellules résultant d'une 
incubation pendant 48 heures avec différentes concentrations de mox-LOL ne corrèle pas 
avec l'activité MTT. Le ratio de l'activité MTT sur le nombre de cellule varie entre 1,25 pour 
20 Ilg/ml et 1,78 pour 200 Ilg/ml, appuyant l'absence de concordance entre l'activité MTT et 
la prolifération cellulaire. Ainsi, même si une augmentation de l'activité MTT est observée 
avec de faibles concentrations de mox-LDL (figure S2), aucune prolifération cellulaire n'est 
obtenue à concentrations correspondantes (figure S3). Ces données suggèrent l'apparition 
d'un mécanisme similaire à celui proposé pour les hox-LOL responsable de J'accroissement 
du potentiel réducteur en présence de mox-LOL. 
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Fig. S3. Effet de concentrations croissantes de mox-LDL sur le nombre de cellules 
ostéoblastiques MG-63. Les cellules MG-63 ont été incubées 48 heures avec les mox LOL. 
Le nombre relatif de cellules a été déterminé avec un cytofluoromètre (voir section Matériel 
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et méthodes de l'article) et est exprimé par rapport à la valeur du CTL (milieu seul). Les 
données représentent la moyenne ± SEM comparée à un CTL sans traitement (milieu seul) à 
partir d'au moins 3 expériences indépendantes en triplicatas. ANOVA P<0.05, Post-test 
Dunnet *P<0.05, inférieur au CTL. 
La Iyso-phosphatidylcholine est un produit de l'oxydation des LDL impliqué dans le 
développement de l'athérosclérose (Yamakawa et aL, 1998 Siess et aL, 1999; Takeshita et al., 
2000; Kontush et aL, 2003; Huang et aL, 2005). Nous avons formulé l'hypothèse qu'elle 
perturbe la viabilité des cellules MG-63, à la manière du 7~-hydroxycholestérol ou du 
7ketocholestérol (article et figure S4). Toutefois, une exposition de 48 heures n'a pas réduit 
l'activité MTT des cellules MG-63 par rapport au contrôle seul. Ce résultat, conjointement à 
la dose-réponse avec le 7ketocholestérol dans l'article, confirme que l'augmentation de 
l'activité réductrice observée avec les lipoprotéines oxydées ou non et avec le 7~­
hydroxycholestérol n'est pas uniquement le produit d'un apport en molécules/particules 
oxydées. 
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Fig. S4. Effet de concentrations croissantes de lyso-phosphatidylcholine (LysoPC) sur 
les cellules MG-63. Les cellules MG-63 ont été incubées avec la lysoPC pendant 48 heures. 
L'activité MTT a ensuite été déterminée et est exprimée par rapport à la valeur du milieu seul 
(0). Les données représentent la moyenne ± SEM comparée à une condition sans lysoPC 
(milieu OMEMlF12) à partir d'au moins 3 expériences indépendantes en triplicatas. 
ANOVA : P>0.05. 
Les cellules CEV humaines du cordon ombilical (HUVEC) s'hypertrophient suite à22 heures 
d'incubation avec de faibles concentrations de hox-LOL (50f!g/mJ) (Seibold et aL, 2004). 
L'absence de différence de masse mitochondriale entre les MG-63 avec hox-LOL versus le 
contrôles nous a menée à poser l'hypothèse que la taille cellulaire est augmentée. Un plus 
grand volume cellulaire pourrait expliquer l'augmentation d'activité MTT observée en 
présence de hox-LOL. Toutefois, aucune différence significative n'est observée à faible 
concentration. Seule J'incubation avec 200 f!g/ml de hox-LOL provoque une diminution de la 
taille. Tel qu'expliqué dans l'article de notre équipe sur l'apoptose, de fortes concentrations 
de hox-LOL perturbent l'intégrité Iysosomale et causent la mort cellulaire (Brodeur et aL, 
2007). Cette mort cellulaire implique une apoptose, un phénomène associé à une réduction de 
la taille cellulaire avec la formation de corps apoptotique (de Magalhaes et Faragher, 2008). 
94 
(1) 
>
+:i 
ca 
(1) 1.0 
... 
~ 
ca ** 
..:! 0.5 
(1) 
(J 
(1) 
ca 
t- O.0 --'-'--...J----'L.l..-o----.--'----o----'-..l.-o---l..-Lo----l~O=="-...k-o---l..-.Lo----'L.l..-Il)----I....L-o---L 
~ 0 Il) 0 ~ Nil)O ~ () ~ ~ N N 
mox-LDL hox-LDL 
Fig. SS. Effet de concentrations croissantes de mox-LDL, de hox-LDL et de l'oxystérol 
7~-hydroxycholestérol sur la taille des cellules MG-63. Les cellules MG-63 ont été 
incubées avec des oxLDL ou le 7~-hydroxycholestérol pendant 48 heures. La taille relative a 
été déterminée avec un cytofluoromètre et est exprimée par rapport à la valeur du CTL 
(milieu seul). Les données représentent la moyenne ± SEM comparée à un CTL sans 
traitement (milieu DMEM/F 12 seul) à partir d'au moins 3 expériences indépendantes en 
duplicatas. ANOVA **P<O.OI, inférieur au CTL. 
Dans l'optique de documenter les liens unissant la pathologie de l'athérosclérose à 
l'ostéoporose et d'identifier l'agent responsable de la production de ROS dans les MG-63 en 
présence de hox-LDL, nous avons décidé de vérifier l'expression génétique de l'ARNm du 
récepteur LOX-l. Nous avons posé l'hypothèse que les cellules MG-63 expriment LOX-l. 
Toutefois, les MG-63 n'expriment pas l'ARNm de ce récepteur (figure S6). Les contrôles 
positifs sont représentés par la présence d'une bande à 243 pb chez les cellules THP-l de la 
lignée monocytaire différenciées en macrophages suite à l'incubation avec 100 nM de PMA 
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(phorbol myristate acetate) pendant 48 h et des cellules JAR de la lignée trophoblastique. Le 
PMA agit en favorisant la phosphorylation des sérines 63 et 73 du domaine de trans­
activation de c-jun, augmentant son affinité pour l'ADN et menant à la voie de 
différenciation des macrophages (Pu lverer et al., 1993). Ainsi, nous avons émis l'hypothèse 
qu'un autre récepteur serait impliqué dans la réponse aux hox-LDL. 
MG-63 THP·1 JAR STO 
LOX-1 243pb 
Fig. S6. Évaluation de l'expression génique de LüX-l par les cellules MG-63. 
L'expression de l'ARNm du récepteur leptin-like oxidized LDL (LOX-1) a été vérifiée dans 
trois différentes lignées cellulaires: [es cellules monocytes THP-I différentiées en 
macrophages par l'incubation avec du PMA, les cellules trophoblastiques JAR et les MG-63. 
Seules les cellules THP-1 et JAR expriment LOX-1, identifié par la bande de 243pb 
correspondant au gène amplifié par RT-PCR, tel que décrit dans l'article, avec les amorces 
(sens, 5'- AGACTGGATCTGGCATGGAG-3'; anti-sens, 5'-TAAGTGGGGCATCATA 
GGA G-3') spécifiques de LOX-I. 
La NADPH oxydase est reconnue jouer un rôle dans plusieurs pathologies inflammatoires 
dont l'athérosclérose (Arbiser et aL, 2002; Chow et aL, 2007; Datla et aL, 2007; Guzik et aL, 
2000; Thum et Borlak, 2004). De plus, son expression et son activation sont stimulées par les 
oxLDL dans divers modèles cellulaires (O'DonnelJ et aL, 1993; Guzik et al., 2000; Heinloth 
et al., 2000; Galle et al., 2001; Thum et Borlak, 2004; Chow et al., 2007). Nous avons émis 
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l'hypothèse que [es ostéoblastes expriment une des formes de la NADPH oxydase. 
L'expression de NOX-4 a été confirmée par RT-PCR dans la lignée MG-63 (figure S7). 
STD NOX-4 
'-867 
600 
Fig. S7. Évaluation de l'expression génique de NüX-4 par les cellules MG-63. 
L'expression du récepteur NADPH oxidized-4 (NOX-4) a été vérifiée dans les cellules MG­
63. Les cellules cultivées dans le DMEM/F 12 expriment NOX-4, identifié par la bande de 
867pb correspondant au gène amplifié par RT-PCR, tel que décrit dans l'article, avec les 
amorces (Sens, 5' -ACCAAGGGCCAGAGTATCAC-3'; anti-sens, 5' ­
ACCATTCGGATTTCCA TGAC-3') spécifiques de NOX-4. 
Uemura et al. (2002) démontrent que le pré-traitement avec l'a-tocophérol (vitamine E) 
permet de prévenir l'apoptose des VSMC induite par 50 /lM de 7ketocholestérol. Nous avons 
posé l'hypothèse que la vitamine E prévient la perte de viabilité de cellules ostéoblastiques 
observée avec le 7ketocholestéroJ. Conformément à la littérature, la présence de l'antioxydant 
vitamine E permet de rétablir l'activité MTT au niveau du contrôle correspondant (vitamine 
E seule) en présence de 30 /lM de 7ketocholestéroJ, une concentration réduisant de façon 
significative la viabilité cellulaire (figure S8). 
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Fig. S8. Effet de la vitamine E sur l'activité MTT des cellules MG-63 en présence de 
7ketocholestérol 30 ".M. Les cellules ont été incubées pendant 48 heures dans un milieu de 
culture sans ou avec vitamine E, et ce, en présence ou non de 7ketocholestérol 30 !lM. 
L'activité MIT est exprimée par rapport à la valeur du milieu seul. T test: =P>O.OS pour les 
conditions avec vitamine E, mais P<O.OS par rapport à la condition avec le milieu seul. 
ANOVA : *P<O.OS. 
2.3.3. Discussion 
Vérification de l'état d'oxydation des LDL 
Considérant que J'effet des oxLDL sur la viabilité des cellules varie en fonction de la 
concentration et du degré d'oxydation des LDL, il a donc été important de mesurer 
régulièrement le niveau d'oxydation des lipoprotéines utilisées. La migration sur gel 
d'agarose des LDL utilisées dans la présente étude a permis de confirmer leur intégrité. 
II est aussi possible de mesurer le degré d'oxydation des LDL par la mesure de l'intensité et 
du déplacement du spectre de l'émission de fluorescence suite à une excitation à 360 nm 
(Esterbauer et al., 1987; Esterbauer et al., 1989). Une autre méthode intéressante du point de 
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vue qualitatif est l'analyse par HPLC (Esterbauer et al., 1989). Elle permet de comparer la 
composition lipidique des LDL natives ou oxydées à différents degrés. Cette méthode aurait 
ainsi permis de vérifier la présence et quantifier l'importance de produits d'oxydation, tels le 
7~-hydroxycholestérol, le 7ketoxycholestérol et la lysoPC. De plus, l'oxydation des LDL 
forme des aldéhydes réactifs à l'acidethiobarbiturique (TBARS) (Kontush et al., 2003). La 
présence de ceux-ci est traduite en équivalents de MDA par mg de LDL. Elle permet de 
classer les oxLDL selon leur contenu en aldéhydes: Les mox-LDL ont environ 2 à 4 nmol de 
MDA/mg de LDL, tandis que les nLDL n'en contiennent pas. Les hox-LDL en contiennent 
entre 35 et 45 nmol de MDAImg de LDL (Yagi, 1976). 
Effets des mox-LDL sur les cellules MG-63 
Généralement, plus les LDL sont oxydées et plus le temps d'exposition est long, moins les 
cellules sont stimulées et subissent graduellement l'apoptose (Bjorkerud et Bjorkerud, 1996; 
Kockx et aL, 1998; Claise et al., 1999; Heinloth et al., 2000; Galle et aL, 2001; Takei et aL, 
2001; Heinloth et aL, 2002; Brodeur et aL, 2007). Il a été rapporté que ces particules 
provoquent des réponses cellulaires en accord avec le développement de l'athérosclérose, 
comme par exemple la prolifération des VSMC (Auge et al., 1995; Watanabe et al., 2001; 
Watanabe et al., 2002). 
En ce sens, les mox-LDL n'induisent pas une réponse hormésique de l'activité réductrice des 
cellules MG-63, car il y a une stimulation de l'activité MTT sans inhibition avec 
l'augmentation des concentrations. De plus, de faibles concentrations de mox-LDL, qui 
stimulent l'activité MTT, n'augmentent pas le nombre de cellules. Ce résultat est inattendu, 
car à faibles concentrations, les nLDL et les hox-LDL provoquent la prolifération. Ainsi, la 
prolifération des VSMC (Auge et aL, 1995; Watanabe et aL, 2001; Watanabe et al., 2002) 
induite par les mox-LDL n'est pas reproduite avec notre modèle cellulaire. De plus, à 
l'inverse des hox-LDL, le ratio de l'activité MTT sur le nombre de cellules ne tend pas vers 
une valeur de un à fortes concentrations. Le maintien d'un ratio élevé et l'absence 
d'inhibition de l'activité MTT avec de fortes concentrations de mox-LDL est contraire aux 
hox-LDL. Les mox-LDL provoquent une réponse cellulaire qui exclue la prolifération et 
possiblement la mort cellulaire en tenant compte du nombre de cellules relativement élevé, 
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légèrement inférieur au contrôle à fortes concentrations, et de la très faible diminution 
d'activité MTT à forte concentrations. Ainsi, pour déclarer que les mox-LDL ont un effet de 
stimulation, elles devraient provoquer une prolifération supérieure au contrôle, ce qui n'est 
pas observé dans les MG-63. 
Il semble alors que l'augmentation de l'activité MTT ne soit reliée qu'à une augmentation du 
métabolisme réducteur cellulaire. Tout comme pour les hox-LDL, cette énergie est 
possiblement utilisée par la cellule pour des processus de défense face à un stress oxydatif. 
Nous démontrons dans l'article que même s'il y a prolifération des MG-63 en présence de 
hox-LDL, cette stimulation est néfaste au niveau des fonctions ostéoblastiques. Ainsi, 
l'absence de prolifération et de corrélation entre l'activité MTT et le nombre de cellules en 
présence de mox-LDL suggèrent l'apparition d'un phénomène de compensation du stress 
oxydatifsimilaire à celui observé lors de l'incubation avec les hox-LDL. Ainsi, qu'il y ait ou 
non prolifération, la seule exposition aux oxLDL oriente l'énergie cellulaire vers des 
mécanismes de défense, ce qui nuit fort probablement au fonctionnement normal de la 
cellule. 
Le degré d'oxydation est différent entre les particules d'une population de LDL in vivo 
(Kavanach et al., 2003). Ainsi, leur structure et leur composition en cétones sont variables. 
Leurs effets in vivo varient au niveau de la stimulation de la réponse inflammatoire et de 
l'athérogénicité (Kavanach et al., 2003). D'ailleurs, nous démontrons une différence au 
niveau des effets des mox-LDL et des hox-LDL sur l'activité MTT et la prolifération des 
cellules MG-63. Nous pourrions spéculer que l'effet des hox-LDL, qui induisent une 
stimulation de l'activité MTT accompagnée par une prolifération cellulaire, pourrait, 
davantage que les mox-LDL, être associée à la progression de l'ostéoporose in vivo. En effet, 
les mox-LDL ne provoquent pas de prolifération cellulaire, ce qui réduit le risque de perdre la 
différenciation et la migration ostéoblastique comme avec les hox-LDL. 
Effets des constituant des oxLDL 
Les constituants oxydés des particules hox-LDL sont susceptibles d'être transférés aux 
cellules et de provoquer les effets associés aux oxLDL. D'ailleurs, le 7~-hydroxycholestérol 
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provoque un profil de stimulation de l'activité MTT similaire aux hox-LDL tandis que le 
7ketocholestérol l'inhibe à fortes concentrations (article). Toutefois, la lysoPC n'altère pas 
l'activité MIT des MG-63. L'absence de diminution de viabilité cellulaire à fortes 
concentrations nous permet de poser l'hypothèse que les cellules MG-63 n'interagissent pas 
avec la lysoPC seule. Il serait judicieux d'effectuer des essais de liaison et de localisation 
cellulaire par marquage radioactif de la lysoPC incubée avec ou sans LDL afin d'évaluer 
cette hypothèse. 
Le 7ketocholestérol est un composant cytotoxique des LDL oxydées au cuivre (Ong et al., 
2003) aussi retrouvé au sein des plaques athérosclérotiques (Rodriguez et al., 2004). Nous 
avons démontré qu'il réduit l'activité MTT de façon dose-dépendante chez les cellules MG­
63 avec une incubation de 48 heures (article). De plus nos résultats complémentaires 
indiquent qu'il y a rétablissement de la viabilité cellulaire par la vitamine E en présence de 
7ketocholestérol, ce qui appuie l'hypothèse selon laquelle la perte d'activité MTT est en 
partie causée par la formation de ROS. À l'opposé, nos résultats indiquent que la production 
de ROS n'est pas directement responsable de l'augmentation de l'activité MTT par les 
oxLDL (article). Ainsi, à faible concentration, le candidat susceptible de contribuer à l'effet 
de stimulation des oxLDL demeure le 7~-hydroxycholestérol 
La NADPH oxydase 
Nos résultats complémentaires indiquent que les cellules MG-63 expriment la flavoenzyme 
NOX-4. Le complexe enzymatique NADPH oxydase fait partie d'un ensemble d'enzymes 
appelées flavoprotéines jouant un rôle dans la détoxification, la photosynthèse, l' apoptose et 
le stress oxydatif (Babior, 1999; Cheng et al., 2001; Arbiser et al., 2002; Thum et Borlak, 
2004). La fonction primaire de l'enzyme NADPH oxydase est la régulation de la production 
de ROS intra et extracellulaire (Steinbeck et al., 1993), essentielle à la destruction des agents 
pathogènes par les macrophages et la transduction de signaux intracellulaires (Uhlinger et al., 
1992; Uhlinger et aL, 1995; Finegold et aL, 1996; Datla et aL, 2007). Elle contient un site 
pyridine nucléotide composé d'un cofacteur flavine (FAD) nécessaire au transfert d'électrons 
du NADPH à l'oxygène (Uhlinger et aL, 1995; Finegold et al., 1996; Thum et Borlak, 2004). 
De plus, le cœur catalytique correspond à une des variantes des protéines gp91, appelée NOX 
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1 à 5 (Cheng et al., 2001). Les autres composants au nombre de quatre incluent la sous-unité 
p67phox, p47phox, p22 et la petite GTPase Rac (Uhlinger et al., 1992; Cheng et al., 2001). 
La NADPH oxydase est une enzyme membranaire responsable de l'état d'oxydoréduction 
cytoplasmique cellulaire (figure A 13). Son activation est reconnue comme un facteur 
favorisant le développement de l'athérosclérose (Guzik et al., 2000; Arbiser et al., 2002; 
Thum et Borlak, 2004; Chow et al., 2007; Datla et al., 2007). Comme l'athérosclérose est 
reliée à l'ostéoporose, il est possible que l'activité de la NADPH oxydase soit impliquée 
dans les effets des oxLDL sur les cellules ostéoblastiques. Le niveau d'expression de 
l'ARNm des sous-unités gp91, p22 ainsi que NOX-4 est stimulé par les oxLDL chez les CEV 
(O'Donneli et al., 1993; Thum et Borlak, 2004; Chow et al., 2007), les HUVEV (Galle et aL, 
2001; Heinloth et a1., 2000) et chez les patients CAO (Guzik et al., 2000) et corrèle avec la 
sévérité de l'athérosclérose et la production de ROS intracellulaire (Sorescu et aL, 2002). De 
plus, la production de ROS par la NADPH oxydase réduit la production de NO par les 
cellules vasculaires (Guzik et al., 2000; Hein et al., 2000). Le NO joue un rôle important dans 
le métabolisme osseux en diminuant l'expression de RANKL et en augmentant OPG, 
réduisant les fonctions ostéoclastiques et la dégradation osseuse (Lowik et aL, 1994). Ainsi, il 
serait intéressant de poursuivre des études afin d'évaluer l'importance de NOX-4 dans les 
effets induits par les oxLDL sur les cellules ostéoblastiques. 
NADPH 
Fig. A 13. Représentation de la NADPH oxydase. Schématisation du transfert d'électron du 
cofacteur NADPH au complexe flavoprotéique de la NADPH oxydase NOX-I ou NOX-4 et 
à l'accepteur d'électron O2,, générant Je radical superoxyde O2 -, 
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Flavoenzymes et effets des oxLDL 
L'activité des flavoenzymes est connue pour être impliquée dans la réduction du MTT. Nous 
démontrons dans l'article l'implication des flavoenzymes dans l'activité de réduction 
cellulaire du MTT, accrue en présence de hox-LDL. De plus, nous mettons en évidence 
l'expression de l'ARNm de la flavoenzyme NOX-4 par les MG-63. Aussi, la présence de son 
cofacteur NADPH est augmentée en présence de hox-LDL (article). Ainsi, la NADPH 
oxydase-4 est un candidat potentiellement impliqué dans l'augmentation de l'activité MTT 
chez les MG-63 en présence des hox-LDL. 
De plus, la NADPH oxydase-4 pourrait être responsable de la production de ROS en réponse 
à l'exposition aux hox-LDL. Plusieurs auteurs citent que la prolifération des HUVEC et des 
cellules stellaires hépatiques est dépendante de la production de ROS par la NADPH oxydase 
(Adachi et aL, 2005; Galle et aL, 2001; Heinloth et aL, 2000; Datla et al., 2007). Toutefois, 
lorsque nous co-incubons NAC et hox-LDL avec les MG-63 afin de réduire les niveaux de 
ROS, nous ne parvenons pas à diminuer l'activité MTT. Nous pouvons en déduire que l'effet 
de NOX-4 sur l'activité MTT en présence de hox-LDL pourrait être causé par l'activité 
enzymatique réductrice en elle-même et non par la production de ROS et la prolifération qui 
y serait associée. Une hypothèse est que NOX-4 puisse réduire directement le MTT, au lieu 
de l'oxygène, et que l'augmentation de J'activité MTT provienne d'une stimulation de 
l'activité de NOX-4 par les oxLDL. Cette hypothèse demeure présentement non vérifiée. 
Toutefois, il existe une différence significative entre l'activité MIT sans traitement (contrôle) 
et avec NAC (T test P<0,05) (article, figure 5). Cette réduction en présence de NAC laisse 
supposer que les niveaux de ROS en condition basale sont partiellement impliqués dans la 
dans la prolifération cellulaire, conformément à la littérature (Chow et al., 2007; Galle et aL, 
2001). L'incubation avec le L-buthionine-SR-sulfoximine (BSO) sans lipoprotéines 
augmente les niveaux cellulaires de ROS mais n'induit pas d'augmentation de l'activité 
MTT, ce qui exclut la seule implication des ROS. 
CHAPITRE III
 
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
 
Chacune des espèces de LDL induit une variété d'effets dépendant de la concentration, du 
temps d'exposition, du dégré d'oxydation et du modèle cellulaire utilisé (Steinberg et al., 
1989; Beriigner et al., 1995). Les oxLDL provoquent des réponses cellulaires de stimulation 
à faibles concentrations et d'inhibition à fortes concentrations, qui ont été associées au 
développement de l'athérosclérose. Nos résultats sont en accord avec la littérature selon 
laquelle les LDL ont des effets divers variant selon la concentration utilisée, le temps 
d'incubation et le degré d'oxydation. 
Tel que démontré dans l'article, la stimulation de type hormèse des ostéoblastes par les hox­
LDL est néfaste au niveau des fonctions ostéoblastiques. Les cellules pré-ostéoblastiques 
prolifèrent à un rythme étroitement régulé afin d'assurer le renouvellement adéquat du tissus 
osseux. Un nombre trop faible d'ostéoblastes augmente l'activité de dégradation 
ostéocJastique. En plus, une altération de la division des cellules pré-ostéoblastiques, soit en 
l'augmentant ou en la diminuant, risque de nuire à la différenciation en ostéoblastes matures 
chargés de synthétiser la matrice osseuse, phénomène appuyé par la diminution de l'activité 
phosphatase alcaline (article) et de la migration cellulaire. 
L'exposition aux oxLDL provoque une réponse de stress modifiant la capacité réductrice de 
la cellule avec ou sans induction de la prolifération, tel que démontré par les différents effets 
des mox-LDL et des hox-LDL. Nous ne sommes pas en position d'adaptation cellulaire tel 
que documenté pour certains types d' hormèse, mais bien de réaction de stress. La stimu lation 
cellulaire mesurée représente plutôt une tentative d'adaptation au stress oxydatif. Toutefois, 
la perturbation des fonctions ostéoblastiques de prolifération, de différenciation et de 
migration nécessaires à la colonisation et à la régénération de la matrice osseuse par les 
concentrations de oxLDL utilisées démontrent que la cellule n'arrive pas à s'adapter. Ce 
phénomène appuie l'hypothèse selon laquelle l'énergie cellulaire est hypothéquée pour la 
régénération des mécanismes de défense. De plus, l'apoptose observée par notre équipe à 
concentrations élevées de hox-LDL (Brodeur et al., 2007) et la diminution de la viabilité des 
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cellules avec la co-incubation BSO et oxLDL suggère que les défenses finissent par être 
surchargées lors de plus fortes expositions aux particules oxydées. Les LDL ont ainsi le 
potentiel de nuire aux fonctions de métabolisme osseux cellulaires. En modifiant le 
métabolisme et les fonctions cellulaires des ostéoblastes, les oxLDL risquent de perturber 
l'équilibre de dégradation et de synthèse de la matrice osseuse nécessaire au maintien d'un 
tissu de qualité (BMD, minéralisation, micro-architecture) et ainsi mener à l'ostéoporose, ce 
qui appuie J'existence d'un lien entre le développement de l'athérosclérose et de 
l'ostéoporose. Plus précisément, de fortes concentrations sériques de LDL, contribuant à 
générer des oxLDL, risquent de perturber le métabolisme ostéoblastique et mener à 
l'ostéoporose. En ce sens, tout comportement ou habitude de vie visant à réduire le niveau de 
LDL sanguin est souhaitable dans une optique de prévention des fractures osseuses. 
Les concentrations utilisées dans cette étude peuvent se comparer avec la réalité 
physiologique. Il a été démontré que les patients CAD (atherosclerosis and coronary artery 
disease) avaient de 13 à 75 flglml de oxLDL sériques (Holvoet et al., 2000; Holvoet et al., 
2007). Ainsi, les faibles concentrations de oxLDL utilisées dans la présente étude (20 flglml 
pour la majorité des expériences) se comparent à la limite inférieure d'un haut taux de 
cholestérol oxydés. Par ailleurs, après un repas riche en gras, de faibles concentrations de 
7ketocholestérol (l,6 flglml) sont retrouvées dans le plasma humain. Toutefois, les 
concentrations augmentent dramatiquement à l'intérieur des plaques athérosclérotiques 
(Hodis et al., 1991; Brown et Jessup, 1999). De plus, un taux de 1000 flglml est considéré 
normal, tandis qu'il y aurait danger au-dessus de 2000 flglml de nLDL sérique. Nous 
travaillons à des niveaux de 10 à 200 fois inférieures aux concentrations sériques de nLDL 
considérées à risque d'athérosclérose. Toutefois, il est difficile de savoir à quelle 
concentration les ostéoblastes sont exposés in vivo. En effet, les LDL traversent une barrière 
constituée d'une monocouche de cellules endothéliales vasculaires (CEV) avant d'être en 
contact avec les ostéoblastes. En plus, un ostéoblaste vit plus longtemps que 48 heures, ce qui 
risque d'augmenter son exposition totale aux nLDL et aux oxLDL. Ainsi, notre modèle 
pourrait correspondre à une exposition aiguë des cellules aux différents types de LDL, tandis 
que l'exposition physiologique serait chronique. Conséquemment, il est difficile d'effectuer 
la transposition complète des résultats in vitro à la réalité in vivo. 
\05 
Pour orienter et Inspirer les recherches ultérieures dans le domaine, nous proposons le 
mécanisme suivant pour expliquer l'effet des oxLDL sur les cellules ostéoblastiques. Les 
hox-LDL et le 7~-hydroxycholestérol stimulent directement ou indirectement ('activation de 
flavoenzymes, dont NOX-4, qui nécessitent le cofacteur NADPH. L'activité des NADPH 
oxydases génère des ROS. Après avoir épuisé le contenu cellulaire en protéines possédant 
des groupements thiols (GSH, métallothionéine), une sur-production de ROS est 
dommageable pour les membranes, les organelles et l'ADN. En effet, la co-incubation de 
BSO et hox-LDL induit une perte de viabilité cellulaire. Afin de maintenir un environnement 
cytoplasmique réduit, les cellules exposées aux hox-LDL doivent régénérer leurs mécanismes 
de protection. Pour ce faire, elles augmentent leur production de NADPH (article) via le 
cycle de Krebs et des pentoses phosphates (PPP). D'ailleurs, la production de ROS est 
connue pour stimuler le PPP et la NAD kinase (Gupte et al., 2006; Singh et aL, 2007). La 
NAD kinase convertit le NAD, impliqué dans la production d'ATP, en NADP, agent 
contrôlant l'état d'oxydoréduction intracellulaire. L'activité de la NAD kinase et des 
enzymes du PPP, dont la glucose-6-phosphate déshydrogénase, génère le NADPH (figure 
AJ4). Celui-ci est nécessaire à J'activité des flavoenzymes et à la régénération des enzymes 
responsables de la neutralisation des ROS (catalase, superoxyde dismutase (SaD), 
métallothionéine et glutathion peroxydase) (Briouk.hanov et Netrusov, 2006; Singh et aL, 
2007). Le NADPH est aussi connu pour être un facteur important dans la réduction du MTT 
(Berridge et Tan, 1993; Berridge et al., 2005), ce qui le positionne comme candidat 
susceptible de participer à la réduction du MTT dans les MG-63 en présence de hox-LDL. En 
effet, le MTT serait réduit principalement à l'extérieur de la mitochondrie, soit au niveau du 
cytoplasme, des lysosomes et de la membrane plasmique (Berridge et al., 2005). 
L'augmentation de l'activité MTT donne alors une fausse piste concernant la viabilité 
cellulaire. Ainsi, la génération de NADPH est liée au métabolisme énergétique, et tout excès 
de ROS perturbe l'équilibre NADINADP et oriente l'utilisation de l'énergie cellulaire vers la 
détoxification (Singh et aL, 2007). Le NADPH donne donc l'impression d'une augmentation 
de la viabilité alors qu'il témoigne d'une réponse à un stress. Les voies servant à produire de 
l'énergie sont donc utilisées pour la protection contre le stress oxydatif pouvant provenir de 
l'activité enzymatique des flavoenzymes. Cette réorientation de l'énergie altère la migration, 
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la prolifération et la différenciation ostéoblastique, risquant de perturber la synthèse de la 
matrice osseuse et les fonctions de régulation du métabolisme osseux. De plus, la production 
de ROS empêche la signalisation par le NO impliquée dans ['expression d'OPG et RANKL 
nécessaires à la régulation de l'activité de dégradation ostéoclastique. 
Cytosol 
NAD+ kinase ppp
 
NAD+ >- NADP+ NADPH
 
Anti-oxidant
 
reductases
 
Mitochondria 
TCA cycle 
NAD+ -----J>-~ NADH 
NADP+ Pos5pphosphatase 
Idp1p
 
NADP+ NADPH
 
Anti-oxidant
 
reductases 
Fig. A14. Représentation des sources cytosolique et mitochondriales du NADPH. PPP: 
voie des pentoses phosphates, TCA : cycle de Krebs mitochondrial 
Lors d'études futures, il serait pertinent d'évaluer l'état d'activation des enzymes du cycle de 
Krebs et du PPP, dont la glucose-6-phosphate déshydrogénase et la NAD kinase. Aussi, il 
serait intéressant d'étudier l'effet des oxLDL et du 7~-hydroxycholestéroJ sur le système 
OPG-RANKL. En effet, ces molécules sont reconnues pour jouer un rôle prépondérant dans 
le remodelage osseux. Leur expression varie en fonction de plusieurs facteurs, ce qui pourrait 
mener à ['hypothèse que les oxLDL perturbent leur équilibre, en favorisant les signaux 
d'activation de dégradation du tissu osseux par les ostéoclastes. 
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Afin de vérifier l'implication de NüX-4 dans l'activité MTT et dans la prolifération à faible 
concentration de oxLDL, il serait pertinent de vérifier l'état d'activation et d'expression de 
NüX-4 en fonction de différents traitements in vitro avec des lipoprotéines, en plus de 
réduire son expression par une approche d'interférence à l'ARN. Subséquemment, il serait 
intéressant d'étudier les mécanismes par lesquels les oxLDL stimulent l'activité de la 
NADPH oxydase. Il est possible que l'activation et l'action de la NADPH oxydase-4 des 
cellules ostéoblastiques des patients avec un haut taux de lipoprotéines de faibles densité 
oxydées est accrue, ainsi que les dommages oxydatifs et le déséquilibre des fonctions 
osseuses. Il serait aussi intéressant de bloquer l'expression de NüX-4 par ARN interférant et 
vérifier s'il est ainsi possible de prévenir l'apoptose à fortes concentrations de oxLDL. Dans 
le cas où NüX-4 démontre être impliqué dans l'effet des oxLOL, nous aimerions continuer 
les études in vivo. Conséquemment, nous pourrions nourrir des souris avec une diète riche en 
gras favorisant l'athérosclérose et étudier par immunohistochimie l'expression de NüX-4 
dans l'os. 
Notre étude, se concentrant sur la portion de stimulation du profil hormésique, apporte une 
critique de la méthode de réduction du MTT comme outils d'évaluation de la viabilité 
cellulaire. L'interprétation des mesures de viabilité cellulaire induites par des agents 
pathologiques comme les oxLOL doit être appuyée par des essais supplémentaires, tels que 
démontré dans le mémoire et l'article. L'évaluation plus juste de l'intégrité cellulaire permet 
d'associer plus efficacement les réponses in vitro aux conditions physiologiques. 
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